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ETUDE 
DES PROPRIETES PATHOGENES ET VACCINANTES 
DE BACILLES ACIDO-RESISTANTS DE TYPE S (LISSE) 
ISOLES DU SANG AU COURS 
DE L'INFECTION TUBERCULEUSE EVOLUTIVE 
CHEZ DE JEUNES SUJETS 


par P.-F. ARMAND-DELILLE et M"* O. GYSIN. 


(Institut Pasteur, 
Laboratowres de recherches sur la tuberculose.) 


Les travaux de ces dernitres années, grace 4 Vhémo- 
culture sur milieux électifs, ont permis d’isoler de nouvelles 
souches de bacilles acido-résistants. L’étude de leurs carac 
téres et de leurs propriétés nous améne 4 modifier a un certain 
degré la conception peut-étre trop schématique que nous nous 
faisions des Bacilles tuberculeux, et & considérer leur réle 
sous des aspects infiniment plus complexes. 

Tl nous a paru intéressant d’étudier les propriétés de 
quelques-unes de ces races netlement apparentées au bacille 
décrit par Koch, malgré certaines notables différences. Ce sont 
les résultats de nos recherches qui font l’objet de ce mémoire. 

Le point de départ des nouvelles découvertes est la consta- 
tation, faite par Petroff en 1929, de la possibilité de dissocier, 
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dans certaines cultures de bacilles tuberculeux sur milieu 
électif, des colonies de différents types. Ce fait, déja observe 
pour d’autres espéces microbiennes, conduisit & envisager 
d’une autre maniére les aptitudes biologiques de cette espece 
bactérienne. La dissociabilité des cultures de bacille humain ou 
bovin, et méme aviaire, a été confirmée par de nombreux 
auteurs, entre autres A. Boquet, L. Négre, J. Valtis, van 
Deinse, K. Birkhaug, A. Saenz et L. Costil, R. Laporte, Bruno 
Besta, Max Pinner, L. Négre et J. Bretey, pour ne citer que 
les principaux travaux. 

Actuellement, en simplifiant les premiéres descriptions de 
Petroff, la plupart des bactériologistes s’accordent a décrire 
trois principaux types de colonies tuberculeuses, 4 savoir 
1° le type R (rough = rugueux), constitué par des colonies 
séches, irréguliéres, rugueuses, en petits grains rocheux, 
plus ou moins conglomérés (c’est la forme qui correspond 
dla description classique) ; 2° le type S (smooth = lisse), 
constitué par des colonies aplaties, lisses, d’aspect crémeux ; 
3° enfin le type Ch (chromogéne), composé également de 
colonies lisses, mais moins réguliéres, qui se pigmentent 
rapidement pour prendre une coloration jaune orange. 
Cette dissociation s’obtient plus ou moins facilement, suivant 
Porigine de la race bacillaire. Rappelons que, tandis que le 
bacille humain donne habituellement des colonies rugueuses, 
en amas irréguliers, les bacilles bovin et aviaire donnent, au 
contraire, toujours des colonies lisses, dont se dissocient plus 
ou moins tardivement des colonies du type R. Sans pouvoir 
énumérer ni citer tous les travaux déja nombreux consacrés 
& cette question, rappelons que c’est principalement en par- 
tant de colonies obtenues par ensemencement sur milieux A 
Voeuf (milieu de Petroff et, mieux, milieux de Loewenstein, 
de Petragnani, avec les modifications apportées par Saenz) 
que l'on obtient le plus facilement cette dissociation. 

Dans un certain nombre de cas, on |’a réalisée simplement 
en réensemencant des cultures diluées ; dans d’autres, les 
formes S n’ont été obtenues que par culture du sang de 
cobayes préalablement inoculés avec des cultures méres, en 
employant de préférence la méthode des inoculations intra- 
ganglionnaires de Ninni. 
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Si tous les auteurs sont d’accord sur la possibilité de dis- 
sociation en trois types, leurs opinions sont diamétralement 
opposées en ce gui a trait A la virulence respective des diffé- 
rentes souches. Alors que Petroff affirme que les colonies R 
sont peu virulentes, tandis que les colonies S sont virulentes, 
Birkhaug, Max Pinner, Négre et nous-mémes avons constaté, 
sur des échantillons respectivement isolés, que, tandis que 
les. colonies R sont virulentes, les colonies de type S sont 
dépourvues de virulence. 

On a objecté & Birkhaug que les colonies. S qu'il avait 
obtenues, d’ailleurs en grande abondance, en partant des 
cultures de la souche Bovine Vallée de l'Institut Pasteur, 
ainsi que de deux cultures humaines entretenues a 1’Institut 
Pasteur, ne lavaient pas été par réensemencement direct, 
mais par hémoculture du cobaye inoculé, et que si les colo- 
nies R étaient virulentes, c’étaient les seules qui dérivaient 
directement de la race bacillaire inoculée, tandis que les 
colonies S étaient des bacilles acido-résistants saprophytes 
chez les cobayes stabulés depuis longtemps. On admettait 
cependant que ces variétés dilféraient des paratuberculeux 
déja isolés par différents chercheurs, en particulier par Lydia 
Rabinowitsch, de la fléole, du beurre et d’autres origines non 
pathologiques. En effet, Saenz a montré que par hémoculture 
sur Loewenstein, on pouvait isoler du sang de cobayes neufs 
(mais ayant séjourné longtemps dans les mémes locaux que 
des cobayes tuberculeux et présentant, 4 un moment donné, 
des réactions allergiques 4 la tuberculine), des bacilles don- 
nant des cultures de type 8. Sur 24 souches isolées par lui, 
7 se sont avérées du type aviaire, mais 14 ne présentaient pas 
les caractéres de virulence, pour les poules et les lapins, qui 
sont le propre de cette variété. Saenz les a décrites comme 
une variété nouvelle d’acido-résistants. 

Les ensemencements, pratiqués par nous, de BCG sur milieu 
de Loewenstein ne nous ont jamais fourni de colonies S mais 
seulement des colonies R, dysgoniques comme le B. bovin. 

Max Pinner a isolé des bacilles type 8 directement du sang, 
de Vurine et des crachats de sujets atteints de tuberculose 
‘pulmonaire ou génito-urinaire. Mais tout en insistant sur leur 
analogie avec le bacille tuberculeux et la possibilité de les 
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rendre virulents par des passages successifs, il ne se prononce 
pas sur leur parenté exacte avec les bacilles tuberculeux 
typiques. 

Pour notre part, simultanément 4 ces auteurs, et avant 
la publication de leurs travaux, nous avons obtenu deux races 
de type S au cours d’une série de recherches sur la valeur de 
la méthode de Loewenstein pour la détection du bacille dans 
le sang circulant, que nous pratiquions chez des enfants atteints 
de tuberculose pulmonaire évolutive. Ce n’est que deux fois 
sur 22 cas que nous avons pu obtenir des cultures positives ; 
les colonies étaient dans 1 cas mélangées R et S, dans l'autre 
elles se sont présentées d’emblée exclusivement avec les carac- 
teres des formes 8S. 


Dans le premier cas, il s’agissait d’un enfant atteint de 
tuberculose pulmonaire, avec des réactions fébriles qui ont 
été suivies de décés au bout de peu de temps ; la présence dans 
les poumons d’abondants nodules tuberculeux a été contrdlée 
& Vautopsie. L’hémoculture par la méthode de Loewenstein 
donna, au bout de trois semaines, des microcultures abon- 
dantes, dont le raclage fournissait de nombreux bacilles dis- 
posés en panaches incurvés, acido-résistants et colorables par 
Ja méthode de Ziehl. Le repiquage sur milieu 4 lceuf de 
Loewenstein et sur pomme de terre donna des colonies abon- 
dantes et confluentes, présentant le caractére eugonique et 
presque toutes l’aspect rugueux typique. Mais sur milieu de 
Sauton, nous fimes frappés de l’apparition dans le hquide, 
au huitiéme jour, d’un louche qui alla en s’épaississant les 
jours suivants, et qui était di a la culture homogéne des 
bacilles acido-résistants, s’accompagnant de apparition d'un 
voile mince vers le douziéme jour. Ce voile s’épaissit légére- 
ment, puis se ride et commence & monter sur les parois du 
vase vers le vingtiéme jour. Le réensemencement donna de 
nombreuses colonies S accompagnées d’une proportion impor- 
tante de colonies R. 

Notre deuxiéme souche provient également d'une hémocul- 
ture pratiquée chez un jeune enfant atteint d’une tuberculose 
pulmonaire disséminée, & marche envahissante, ayant déter- 
miné la mort au bout de quelques mois. L’autopsie a confirmé 
Vextension des lésions nodulaires caséeuses a toute l’étendue 
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des deux poumons. Sur un des tubes ensemencés avec le 
sédiment, nous avons obtenu une colonie bosselée, assez sail- 
lante, d’aspect humide, irréguliére et ridée, composée de 
bacilles acido-résistants qui, au repiquage sur milieux solides 
et liquides, donna naissance & des colonies présentant toutes 
le type S. 


En ce qui concerne la premiére souche, les colonies R. se 
manilestérent de virulence moyenne, tuant le cobaye en trois 
mois aprés injection sous-cutanée de 1/40 de milligramme. 
Les colonies S se montrérent au contraire avirulentes, inca- 
pables de provoquer des lésions généralisées, ne produisant 
au point d’inoculation qu’un nodule caséeux, d’un volume en 
rapport avec la dose injectée. 

Pour notre deuxiéme souche, les colonies S obtenues 
d’emblée avirulentes ne provoquérent que des Iésions 
caséeuses locales, proportionnelles A la dose injectée, et sans 
eénéralisation. 

Ce sont les souches § de ces deux origines, dont nous avons 
particuliérement étudié les caractéres pathogénes et vacci- 
nants, qui font l’objet du présent mémoire. 

Nous décrirons, dans un autre travail, les caractéres mor- 
phologiques, culturaux et biologiques de ces deux souches 
de bacilles acido-résistants type S, que nous avons étudiées en 
détail, en les comparant avec d’autres souches 5S de différentes 
origines. Nous ne ferons que signaler ici les plus distinctifs, 
pour exposer principalement leurs propriétés pathogénes et 
vaccinantes. 

Les deux souches que nous avons isolées et étudiées pré- 
sentent les caractéres généraux des types décrits sous le nom 
de smooth — ou S — c’est-d-dire donnant naissance, sur les 
milieux a l’ceuf, A des colonies circulaires, qui atteignent, au 
bout de trois semaines, une étendue de plusieurs millimetres, 
et restent aplaties ; elles sont lisses, d’aspect crémeux, comme 
celles du bacille aviaire dont elles différent cependant par 
Vabsence de pouvoir pathogéne pour la poule et le lapin. 

Ces colonies, sur milieu & l’ceul, commencent & apparaitre 
au bout d’une semaine, sous forme de petites taches  sail- 
Jantes, d’un blanc crémeux, de consistance visqueuse ; elles 
s’étalent progressivement pendant trois semaines. A ce 
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moment, lorsqu’elles ont atteint un diamétre de 5 a 6 milli- 
metres, la partie centrale commence a se rider ; néanmoins 
la colonie continue A s’étendre et peut méme grimper sur la 
paroi du tube si le milieu est resté suffisamment humide sous 
capsule paraffinée, tandis qu’il se produit, dans la zone avoi- 
sinante, une décoloration du vert brillant, qui est remplacé 
par un virage du milieu au blanc jaunatre. 

Sur pomme de terre glycérinée, on voit apparaitre, entre 
le dixiéme et le douziéme jour, un enduit d’abord laiteux, 
puis crémeux, qui commence & s’épaissir au bout de la troi- 
siéme semaine, en conservant son aspect humide et visqueux. 
Si la culture gagne le bouillon sous-jacent, elle y donne nais- 
sance 4 un voile léger, un peu ridé, tandis qu’une culture 
homogéne plus ou moins abondante se développe dans le 
liquide. 

Sur milieu synthétique de Sauton, il se produit dés le 
cinquiéme jour un louche donnant des ondes moirées. Ce 
louche s’épaissit progressivement, tandis qu’a partir du quin- 
ziéme au dix-huitiéme jour, un voile mince et friable apparait 
& la surface. 

Sur bouillon glycériné ordinaire, la souche se développe de 
préférence en voile et le bouillon ne se trouble pas ou trés 
peu, temporairement. 


Sur gélose ordinaire, la culture est presque nulle. On voit 
apparaitre au bout de quatre semaines de petites colonies 
blanchatres qui ne présentent aucune extension. 

Les colonies sur milieu 4 loeuf ne poussent bien qu’a 
37°-38° ; au-dessous de 25°, elles cessent de prolilérer. 

Qu’ils proviennent de cultures sur gélose a lceuf, sur 
pomme de terre glycérinée, sur milieu de Sauton, les bacilles 
se présentent, comme dimensions et caractéres de coloration, 
avee Laspect de bacilles de Koch ; ils sont nettement allongés, 
n’ont pas Vaspect court des races décrites par Saenz. Ils 
prennent Ja coloration de Ziehl, mais ne présentent pas de 
granulations dans les cultures jeunes ; celles-ci n’apparaissent 
que dans les cultures de plus de trois semaines’; au contraire, 
au début on trouve un certain nombre de formes cyanophiles, 


qui ne gardent pas le Ziehl et se recolorent par le bleu de 
méthyléne. 


i 
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Comme nous le dirons dans un travail qui paraitra prochai- 
nement, ces bacilles présentent la méme résistance que le 
hacille tuberculeux 4 Ja solution d’acide sulfurique A 15 p. 100. 
Aprés un contact de*quinze minutes, l’ensemencement donne 
des colonies abondantes, ce qui explique qu’on puisse les 
obtenir par culture du sang suivant la technique de Loewen- 
stein. 

* 
* x 

Nous avons principalement étudié, pour ces souches, le 
pouvoir allergisant, le pouvoir antigéne, la réaction de fixa- 
tion et le pouvoir pathogéne. 


Povvork ALLERGIsANT. — Pour établir leur parenté avec le 
Hacille tuberculeux, nous avons cherché & voir si ces bacilles 
produisaient de la tuberculine. Des bouillons de culture sur 
milieu de Sauton, devenus troubles et recouverts d’un voile 
abondant et plissé, ont été filtrés sur papier et concentrés par 
Je méme procédé que ceux qui servent 4 préparer la tuber- 
culine. Les manipulations ont été faites au laboratoire méme 
de VInstitut Pasteur qui prépare la tuberculine, et les opéra- 
tions ont été poursuivies simultanément. Avec les bouillons 
concentrés de chacune de nos deux souches, nous avons pra- 
tiqué des cuti-réactions sur une série d’enfants, les uns tuber- 
culeux et présentant une cuti-réaction positive, les autres 
indemnes et présentant une cuti-réaction négative; nous avons, 
de plus, pratiqué des intradermo-réactions. Toutes ces réac- 
tions ont été faites sur un bras, en méme temps qu’a l’autre 
bras, des réactions témoins faites au moyen de la tuberculine 
brute I. P. pour la cuti-réaction, et diluée au 41/41.000 (I. P.) 
pour Vintradermo-réaction. Les réactions ont été absolument 
paralléles, de méme signe, soit positives, soit négatives. Chez, 
certains sujets, les réactions au bouillon concentré se sont 
montrées, soit égales, en général plus fortes, sort quelquefois 
légérement moins fortes que celles provoquées par la tuber- 
culine brute. Elles ont évolué de la méme maniére et se sont 
effacées au méme moment, aprés environ huit jours. 


Pouvorr antTIGzNE. — D’autre part, les cobayes inoculés avec 
ces sgouches réagissent a la tuberculine dés la troisi¢me 


12 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


semaine, et Schaefer a constaté que l’inoculation d'une de 
nos souches au cobaye, ensuite & la dose de 1 milligramme, 
les sensibilisait légérement a la tuberculine. Chez les animaux 
ayant recu 410 milligrammes, l’intradermoréaction devient 
positive & la troisitme semaine, et trés forte a la sixiéme 
semaine. 


REACTION DE FIXATION. — Les propriétés de nos deux souches 
ont été étudiées par M. Schaefer comparativement avec celles 
de bacilles tuberculeux aviaires et de bacilles analogues. 
Nous tenons a le remercier d’avoir bien voulu nous aider de 
sa compétence et de son autorité toute particuliére sur ce 
sujet. Il a étudié leur pouvoir fixateur de l’alexine et leur 
pouvoir absorbant a l’égard des anticorps de différents anti- 
sérums. Il les range dans un groupe IV, dilférent par ses pro- 
priétés des groupes I et IL qui sont les aviaires vrais, viru- 
lents, et du type IL qui est celui des bacilles acido-résistants, 
parasite du cobaye neuf, isolé par Saenz et dont nous avons 
parlé plus haut. Rappelons que ces quatre types se différen- 
cient nettement des saprophytes acido-résistants par le fait 
auils ont les mémes exigences que les bacilles tuberculeux 
des animaux & sang chaud et demandent la présence de glycé- 
rine comme source de carbone. 


Povyorrk paTHoGrNE. — Nous l’avons étudié pour lune de 
nos souches, sur le cobaye, le lapin, Ia poule et le singe. 
A cause de la difficulté de se procurer des singes en grand 
nombre, nous avons, en ce qui concerne la deuxiéme souche, 
limité nos investigations au cobaye, au lapin et & la poule. 

Disons immédiatement que nos inoculations A la poule et 
au lapin ont permis de reconnaitre qu'il ne s’agissait pas 
dun bacille aviaire, comme nos premiers résultats auraient 
pu nous amener & le penser. 

En elfet, des cultures de ce bacille, mises en suspension 
dans lVeau physiologique, et injectées dans la veine de la 
poule, & la dose de 1 milligramme, sont restées entiérement 
sans résultat. Les gallinacés ont survécu sans aucune mani- 
festation et, sacrifiés aprés cing et six mois, ils ne présen- 
taient, dans aucun de leurs organes, foie, rate, rein, poumon, 
aucune lésion de tuberculose aviaire ni aucune autre lésion 
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pathologique. De méme les lapins ayant recu une injection 
intraveineuse de 4 milligramme de culture sur pomme de terre 
dgée de trois semaines, non seulement ont conservé un état 
excellent, mais ont augmenté de poids. Sacrifiés aprés une 
période de trois & six mois, ils ne présentaient en aucun 
organe, aucune lésion tuberculeuse visible. Les ganglions lym- 
phatiques ainsi que les poumons, le foie et la rate ont leurs 
dimensions et poids normaux. 

Chez le cobaye, Vinoculation sous-cutanée de 1/10 de milli- 
¢sramme ne provoque aucune réaction, ni générale, ni locale. 

L’inoculation sous-cutanée de 1 milligramme provoque, au 
bout dune quinzaine de jours, la formation d’un nodule 
localisé de la dimension d'une lentille ou d’un petit pois. Ce 
nodule persiste dans le méme état pendant plusieurs mois. 
I] peut présenter un certain degré de ramollissement, mais il 
ne s’ouvre pas au dehors et il ne se produit pas de fistulisa- 
tion. Le plus souvent, il devient fibreux d’emblée et com- 
mence & diminuer de volume au bout de quatre a six mois 
pour se résorber ensuite progressivement. Cette réaction locale 
peut s’accompagner d’une légére réaction similaire dans le 
ganglion correspondant ; l’inoculation & la partie basse du 
flanc entraine, en effet, une légére adénopathie inguinale. 
I’inoculation de 10 milligrammes produit au contraire une 
réaction locale caractéristique. En effet, dix jours environ 
aprés inoculation, apparait un nodule d’abord de dimension 
lenticulaire et de consistance dure, qui augmente progressi- 
vement de volume et atteint, au bout d’un mois & six 
semaines, la proportion d’une petite cerise ; 4 ce moment, il 
se ramollit et devient fluctuant, mais ne se fistulise pas. Une 
ponction exploratrice permet d’en retirer un liquide crémeux 
épais, dans lequel on retrouve en quantité abondante des 
hacilles acido-résistants qui, cultivés sur Loewenstein, don- 
nent naissance a des cultures caractéristiques. La réaction 
eanglionnaire reste faible. L’abcés local ainsi constitué per- 
siste pendant cing a six mois, puis se résorbe progressive- 
ment, laissant un nodule sclérosé qui peut durer environ 
un an. Une femelle inoculée avec la souche If que nous avons 
pu conserver pendant dix-huit mois, a eu une portée absolu- 
ment saine (nous dirons plus loin que les petits n’avaient pas 
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acquis la résistance que nous avons contrélée chez Ja mére). 
Les animaux sacrifiés 4 divers intervalles, ou morts sponta- 
nément par pneumonie de laboratoire, ne présentaient aucune 
manifestation viscérale. 

Nous avons pu pratiquer le contréle histologique des Iésions 
au laboratoire de M. Bablet, grace au concours de M” Fran- 
coise Bloch ; il nous a montré que ces animaux ne présen- 
taient aucune lésion tuberculeuse, pas plus histologique que 
macroscopique. Chez les animaux sacrifiés ou morts d’infec- 
tion intercurrente dans les premiéres semaines qui sutvent 
l’inoculation de fortes doses (40 milligrammes), on peut cons- 
tater une augmentation de volume de la rate, et, au niveau 
des poumons, quelques ilots de nécrose contenant de rares 
bacilles acido-résistants ; mais ces manifestations s’effacent au 
bout de quelque temps, et les animaux sacrifiés plus tardi- 
vement présentent des tissus d’aspect macroscopique et micro- 
scopique absolument normaux. 

De méme chez le singe, cynocéphale jeune, ce microbe se 
montre également avirulent, mais il provoque, a partir de 
la dose de 1 milligramme, un abcés caséeux proportionnel- 
lement beaucoup plus marqué que chez le cobaye. Le nodule 
provoqué par l’injection sous-cutanée de 1 milligramme (sous- 
la peau de la partie latérale du thorax), peut se résorber apres 
quelques mois sans s’abcéder. Par contre, l’injection sous- 
cutanée de 40 milligrammes détermine l’apparition, au: bout 
de trois ou quatre semaines, d'un abcés fluctuant de la dimen- 
sion d’un haricot 4 une amande verte, s’accompagnant d’adé- 
nopathie similaire au niveau du creux axillaire. Bien que les 
cynocéphales présentent presque toujours spontanément des 
ganghons axillaires volumineux, il y a cependant une réac- 
tion nettement appréciable de ceux-ci aprés la constitution 
du nodule fluctuant. 

Au bout de six semaines 4 deux mois, l’abcés a augmenté 
de volume et produit une collection purulente sous ta peau, 
entourée d’une gangue réactionnelle assez mince, de sorte 
qu’au bout de deux mois, lVabcés se fistulise et évacue son 
contenu. Si on le préléve préalablement par ponction asep- 
tique, on constate que le pus blanc grisatre homogéne, qui 
le constitue, contient des bacilles acido-résistants nombreux 
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et facilement colorables sur les frottis, par la méthode de 
Ziehl. 

L’inoculation intrapulmonaire d’une faible dose chez un 
cynocéphale [par la technique que nous avons employée pour 
nos recherches sur les inoculations intrapulmonaires discrétes 
de bacilles virulents (4)] n’a provoqué aucun symptome fonc- 
tionnel. L’animal fut sacrifié au bout de quatre mois. L’autopsic 
montra l’intégrité de tous les organes et, en particulier, le 
poumon droit inoculé était macroscopiquement indemne. 
A lV’examen histologique des coupes pratiquées par M'® Bloch, 
au niveau de la région inoculée, nous constatons I’hyperplasie 
de quelques nodules lymphoides péribronchiques, un cedéme 
hémorragique attribuable & la mort par chloroforme, une 
infiltration discréte des cloisons interalvéolaires dans des 
zones limites, tuméfaction endothéliale avec des nodules 
épithélioides trés rares et trés petits ; il est impossible de 
déceler aucun hacille acido-résistant dans ces lésions. 

Chez un autre cynocéphale jeune, l’injection intraveineuse 
de 4 milligramme ne provoque aucune réaction, générale ou 
locale. L’animal est sacrifié six semaines plus tard. Tous les 
organes, foie, rate, poumons sont normaux. Il existe de 
petits ganglions trachéo-bronchiques* de coloration violacée. 

Chez un petit singe cynomolgus male, jeune, pesant environ 
4 kilogrammes, l’injection intraveineuse dans la saphéne de 
10 milligrammes de bacilles en suspension dans 10 cent. cubes 
d’eau physiologique, n’est d’abord suivie d’aucun signe patho- 
logique, mais au bout de deux mois, l’animal s’amaigrit 
rapidement et meurt quelques jours plus tard. A l’autopsie 
on ne trouve aucune lésion tuberculeuse, mais l’ensemence- 
ment des organes broyés sur milieu de Loewenstein donne 
des colonies abondantes de bacilles S$, aussi bien pour les 
poumons que pour les ganglions trachéo-bronchiques et pour 
la rate. 


(1) Pour éviter un ensemencement le long du trajet de Vaiguille, un 
mandrin de trocart est préalablement introduit par le 4° espace inter- 
costal sur la ligne axillaire, en plein parenchyme pulmonaire, a une 
profondeur de 2 centimétres. Lorsqu’il est en place, on introduit a son 
intérieur, une aiguille creuse dépassant son extrémité de 2 millimetres. 
La pointe de J’aiguille a été trempée dans une émulsion de hacilles 
4 1/10.000 ; puis l’aiguille est retirée du trocart, ensuite’ Je trocart 
lui-méme est retiré séparément. 
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L’examen histologique des poumons montra des cloisons 
inter-alvéolaires épaissies par infiltration histio-leucocytaire, 
de nombreux mononucléaires & cytoplasme acidophile, une 
sclérose marquée des espaces inter-alvéolaires, et de rares 
cellules épithélioides sans dégénérescence caséeuse et sans 
bacilles acido-résistants. La rate présentait aussi une sclérose 
notable avec hyperplasie réticulaire, mais également absence 
de bacilles acido-résistants sur les coupes. 

Nous avons cependant indiqué que le broyage des organes 
permettait d’obtenir des cultures positives, et nous pouvons 
en conclure que les bacilles acido-résistants étaient peu nom- 
breux. Il est donc difficile de conclure que l’animal est mort 
de septicémie. Mais on peut admettre que cette dose trés 
élevée a pu provoquer des phénoménes toxi-infectieux mor- 
tels, analogues & ceux que produit la méme dose injectée dans 
le péritoine des cobayes. Le nombre limité de singes dont 
nous disposions ne nous a pas permis de répéter cette 
expérience, mais nous avons été amenés a ne pas dépasser 
la dose de 4 milligramme dans le mode d’immunisation par 
injections intraveineuses répétées que nous décrirons plus 
loin. 

L’ensemble de nos investigations nous a permis de recon- 
naitre que les bacilles type 8S étaient dépourvus de virulence 
générale, méme lorsqu’on emploie des doses considérablement 
plus élevées que dans les conditions habituelles d’infection et 
que seules les trés fortes doses provoquent des réactions locales 
en partie dues 4 la masse considérable de microbes injectée. 


* 
* * 


La constatation que nous avions faite de l’absence de viru- 
lence de ces souches 8 de bacilles acido-résistants en méme 
temps que de l’analogie de leurs caractéres morphologiques 
avec les bacilles tuberculeux vrais, nous a amenés & rechercher 
s’ils ne possédaient pas un pouvoir prémunissant. Les expé- 
riences que nous avons entreprises dans ce but ont vérifié 
Vexactitude de notre hypothése. 

Nous avons cherché & immuniser des animaux par diffé- 
rentes yoies et par des procédés différents, en nous adressant, 
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comme sujets d’expérience, aux espéces les plus sensibles A 
la tuberculose, non seulement au cobaye, mais principalement 
au singe, dont les modalités de réaction a V’infection tuber- 
culeuse sont trés particulisrement comparables A celles du 
jeune enfant. 

Nos expériences sur le cobaye ont été pratiquées simulta- 
nément avec nos deux souches. Mais pour le singe, le nombre 
relativement limité des sujets mis 4 notre disposition ne nous 
a permis d’expérimenter qu’avec une seule de nos souches 
(que nous désignons sous le nom de T. 20. S). 

Les cobayes ont été préparés par des injections sous-cuta- 
nées ou par des injections intrapéritonéales. Nous avons 
constaté que ce dernier mode d’inoculation ne présentait pas 
@’avantages importants, et qu’au contraire l’inoculation sous- 
cutanée permettait mieux de suivre |’état de la lésion locale 
produite par le bacille prémunissant. 

Pour le singe, nous avons employé soit la méthode de 
Vinoculation sous-cutanée, soit la méthode des inoculations 
intraveineuses répétées de petites doses. Ces deux modes 
d’immunisation se sont montrés efficaces, sans que nous 
puissions établir une échelle du degré de vaccination en 
rapport avec la voie d’introduction employée ; nous avons 
cependant constaté la solidité de la vaccination par injections 


intraveineuses répétées. 


* 
* *k 


Différents lots de cobayes ont été préparés par une injection 
sous-cutanée de 4 milligramme et de 10 milligrammes. Cette 
derniére dose provoque seule, d’une matiére certaine, un abcés 
local caséeux persistant pendant plus de six mois. 

Nos animaux ont en général été éprouvés, aprés trois mois, 
par une injection sous-cutanée de 1/100 de milligramme de 
tuberculose humaine virulente tuant les témoins entre 
soixante et quatre-vingt-dix jours. 

Or, parmi ces animaux, nous avons constaté que, non seu- 
lement les animaux préparés survivaient longtemps aux 
iémoins, mais que si on les sacrifiait de quatre a six mois 
apres Vinoculation virulente, certains d’entre eux ne présen- 
taient aucune Iésion tuberculeuse, d’autres étaient 4 peine 
touchés. C’est ainsi qu’un animal sacrifié cing mois et demi 
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aprés Vinoculation pathogtne, ne présentait pas de lésion 
locale au point d’inoculation, pas de ganglions  sous- 
lombaires, des poumons normaux avec un petit ganglion 
trachéal, un foie normal, et que c’est uniquement dans la 
rate, hypertrophiée, qu’on trouvait 8 gros tubercules grisé- 
tres ; les frottis montrent la présence de rares bacilles acido- 
résistants ; la culture de la rate broyée, sur milieu de 
Loewenstein, décéle également l’existence de bacilles tuber- 
culeux qui poussent en colonies eugoniques typiques. L’aug- 
mentation de résistance, trés nette et trés considérable, 
n’empéche cependant pas la persistance et la prolifération d’un 
petit nombre de bacilles. 

Le pouvoir prémunissant présente une efficacité a peu prés 
semblable, pour le cobaye, dans les deux souches que nous 
avons étudiées. 

Ce fait nous a permis de nous limiter a l'étude d’une de 
nos souches seulement, en ce qui concerne le singe, étant 
donné la rareté de ces animaux. 

Pour la méme raison, nous m’avons pu les immuniser 
qu individuellement, et poursuivre nos expériences sur un 
petit nombre d’individus & la fois. 

Pour étudier la valeur prémunissante des souches S sur le 
singe, le premier point de comparaison était de contrdler 
Vextréme sensibilité de cet animal & une injection de bacilles 
tuberculeux virulents. 


Nous l’avons étudiée chez le Cynomolgus et le cynocéphale. 


Une injection sous-cutanée de 1/10.000 (un dixiéme de milligramme 
d’une culture de trois semaines d’une souche humaine classique [Tub. 
Ratti de 1’Institut Pasteur]) tue le cynomolgus en deux mois avec 
formation d’un abcts caséeux local, adénopathie similaire et tuber- 
culose miliaire généralisée avec granulations dans tous les organes. 

Une injection intraveineuse de 1/100.000 (un centi¢me de milli- 
gramme) tue le cynocéphale jeune en six semaines avec tuberculose 
miliaire généralisée. 

Une injection intrapulmonaire de 1/10.000 de milligramme tue le 
cynocéphale jeune et adulte en soixante a soixante-dix jours, avec 
énorme foyer de primo-infection caséeuse dans le poumon, énorme 
adénopathie trachéo-bronchique et tuberculose miliaire généralisée A 
lous les organes. Si le trajet de l’aiguille a entrainé des bacilles au 
moment de injection intrapulmonaire, on note, en plus, une tuber- 
culose caséeuse primitive de la plévre, sans épanchement. 


BACILLES ACIDO-RESISTANTS DE TYPE S (LISSE) 19 


Ceci établi, et vérifié sur des témoins employés a différentes 
reprises quand nos lots d’animaux étaient sulfisants, nous 
avons préparé, en plusieurs séries successives, 2 ou 3 ani- 
maux a la fois par des injections sous-cutanées ou intravei- 
neuses de notre souche S n° 1 (dite T. 20. 5). Rappelons que 
nous avons dt nous limiter, actuellement, et faute de matériel 
singe en quantité suffisante, A l'étude d’une seule souche. 
Nous n’avons pas noté de différence de résistance trés notable 
suivant la voie de prémunition employée, sous-cutanée ou 
intraveineuse. Cependant, nous croyons légitime de consi- 
dérer que, ainsi que l’ont signalé Negre et Bretey, la résistance 
coniérée serait encore plus marquée a la suite d’injections 
intraveineuses répétées de bacilles préparants S. 

Voici quelques exemples de nos expériences, dont les résul- 
tats ont déja été communiqués antérieurement a la Société 
de Biologie et & Académie des Sciences. 


Premicre série : Un Cynomolgus femelle recoit une injection prépa- 
rante de 10 milligrammes de culture sur pomme de terre de bacille 
lisse (T. 20. S) le 14 novembre 1934, qui provoque la formation d’un 
abcés local & pus caséeuy, avec Iégtre adénopathie. Cet abces local se 
résorbe au bout de trois mois. 

Le 29 mai 1935, il recoit sous la peau, en méme temps qu’un témoin, 
une injection hypodermique de 1/10.000 de milligramme de culture 
de trois semaines sur pomme de terre de tuberculose Ratti I. P. Vers 
le milieu de juillet, on constate un petit nodule induré au _ point 
d’inoculation avec un ganglion axillaire de faible proportion. 

Tandis que le témoin meurt le 2 aotit, l’animal prémuni reste en 
parfaite santé. Le 18 décembre 1935, c’est-a-dire sept mois aprés |’ino- 
culation d’épreuve, il est absolument normal et conserve seulement, 
au point d’inoculation, un nodule du volume d’une petite cerise, 
accompagné d’un petit ganglion axillaire. A cette date, il est sacrifié 
par injection intrarachidienne sous-occipitale de 2 cent. cubes de chlo- 
roforme. 

A lV’autopsie, on constate au point d’inoculation un abces a contour 
caséeux, dont le pus présente sur frottis des bacilles acido-résistants, 
mais il n’existe aucune tuberculose viscérale ni méme des ganglions 
trachéo-bronchiques. 


* 
* 


Ouatrieme série : 2 cynocéphales miles, jeunes, neufs, contrdlés 
par l’étude de la déviation du complément qui est négative en présence 
dantigtne méthylique, recoivent 4 injections successives de T. 205 de 
culture de trois semaines sur Loewenstein de pomme de terre, aux 
faux et dates suivants : 

30 juin 1937 : 1/10 de milligramme ; 
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27 aout : 1 milligramme ; 

22 septembre : 1 milligramme ; 

23 novembre : 1 milligramme. 

Ces animaux se maintiennent en parfaite santé. 

Le 12 janvier 1938, injection d’épreuve d’une souche virulente (tub. 
humaine Carnera de Saenz) en injection intrapulmonaire dans le lobe 
supérieur du poumon droit : l’un, cage 3 — une pointe de fi] d’argent ; 
l'autre, cage 6, 1/100.000 de milligramme. 

Alors qu’une grosse femelle adulte témoin, inoculée par voie sous- 
cutanée de 1/10.000 de milligramme meurt en quatre mois avec tuber- 
culose ganglionnaire et généralisations, les 2 animaux préparés conser- 
vent une parfaite santé. 

En octobre, neuf mois apres, une épidémie de pneumonie s’étant 
déclarée dans la singeriec, ils meurent |’un le 11 octobre, Vautre le 
18 octobre 19388. 

L’animal qui a regu une dose minime (mais mortelle en moins de 
trois mois pour le cynocéphale jeune neuf) présente uniquement un 
complexe primaire circonscrit, sous forme d’un nodule tuberculeux 
cru, non cas¢éifié, avec organisation fibreuse périphérique dans le 
poumon inoculé, et le ganglion trachéo-bronchique correspondant 
tuméfié et du volume d’une noisette, sans tuberculose des autres 
organes. 

L’autre présente au point d’inoculation, dans le lobe supérieur du 
poumon droit, un nodule caséeux du volume d’une cerise, avec un 
ganglion trachéo-bronchique cru en voie de caséification. I] existe, de 
plus, sur le trajet de laiguille, une infiltration thoracique fibro- 
caséeuse au-dessous de la plévre pariétale, mais pas de lésions viscérales 
ni de généralisation miliaire. 


* 
* 


Nous avons répété ces expériences a plusieurs reprises. Les 
infections de singerie, si fréquentes, nous ont donné locca- 
sion de contréler l’évolution des lésions. 


Par exemple, un cynocéphale jeune, contrdlé comme neuf 
par réaction de déviation du complément, et préparé seule- 
ment par une injection intraveineuse de 1/40 de milligramme 
de souche S (T. 20 8) le 23 novembre, puis de 1 milligramme 
le 21 décembre 1938, recoit une inoculation d’épreuve de 
1/100.000 de milligramme le 15 février 1939, sous la peau. 
1] meurt de pneumonie épidémique le 29 mars. On ne trouve 
au point d’inoculation qu'une infiltration réactionnelle non 
caséifiée. Le ganglion axillaire a légérement réagi. L’examen 
histologique de ce ganglion, pratiqué par M” Francoise Bloch, 
montre une prolifération réticulo-fibrocytaire et des plages 
nécrotiques avec aspect épithéhioide, mais sans bacilles déce- 
lables sur les coupes. 
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Pius récemment, un cynocéphale préparé par injections 
sous-culanées, ayant regu, six mois auparavant, une injection 
d’épreuve intrapulmonaire de 1/10.000 de milligramme d’un 
bacille humain virulent qui a tué tous les cobayes témoins 
dans les délais normaux, est mort spontanément, mais vrai- 
semblablement par atélectasie pulmonaire due au développe- 
ment d’un gros ganglion caséeux, sans extension ni généra- 
lisation. 

Un autre cynocéphale, préparé et inoculé dans les mémes 
conditions et & la méme date, est mort quelques semaines 
avant, avec des lésions locales de la plévre et du poumon a 
tendance fibro-caséeuse. I] présentait cependant quelques gra- 
nulations disséminées dans |’autre poumon, mais le foie et 
la rate étaient indemnes. 

Le nombre de nos animaux préparés et éprouvés est encore 
trop peu considérable pour établir des lois rigoureuses quant 
au taux de la prémunition ; nous avons pu constater cepen- 
dant, chez les singes comme chez les cobayes, une certaine 
irrégularité de résistance, due vraisemblablement 4 des ques- 
tions individuelles de terrain qui restent encore aussi mysté- 
rieuses qu’en ce qui concerne l’organisme humain. Certains 
singes acquiérent une résistance trés marquée, tandis qu’excep- 
tionnellement, on voit mourir plus précocement des animaux 
qui n’ont présenté qu'une résistance incompléte ; c'est un 
accident qu’on observe au cours de toutes les vaccinations 
et de toutes les prémunitions. 


ReEsuME ET CONCLUSIONS, 


Des recherches que nous venons de relater, il résulte qu’il 
est possible d’isoler directement du sang de sujets tuberculeux 
évolutifs (nos deux souches proviennent d’enfants atteints de 
lésions pulmonaires) par hémoculture sur milieu @ l’ceuf sui- 
vant la méthode de Loewenstein, ainsi que l’a fait en méme 
temps que nous Max Pinner, des bacilles acido-résistants qui 
présentent tous les caracteres de forme, de dimensions et de 
culture des souches lisses de bacilles tuberculeux, tels qu'on 
les observe dans la tuberculose aviaire et dans la tubercu- 


lose, bovine. 
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Ces bacilles, dont nous décrirons dans un autre travail les 
caractéres de culture sur différents milieux, et les réactions 
chimiques, ont de nombreuses propriétés communes avec les 
bacilles tuberculeux, a savoir qu’ils conférent a 1l’animal 
Vallergie tuberculinique qui se caractérise par une intradermo- 
réaction a la tuberculine; et, d’autre part, qu’ils possédent un 
pouvoir tuberculinigéne, puisque les bouillons de culture 
concentrés, évaporés dans les mémes conditions que la tuber- 
culine brute, provoquent des cuti-réactions et des intradermo- 
réactions paralléles 4 celle-ci chez les sujets humains aller- 
giques. 

Ces bacilles ne sont pas des bacilles aviaires, puisqu ils ne 
sont pas virulents ni pour la poule ni pour le lapin et qu‘ils 
s’en différencient également par leurs réactions de fixation. 
Ces hacilles ont un pouvoir pathogéne trés atténué, ils ne pro- 
duisent pas de tuberculose caséeuse miliaire ou méme gan- 
glionnaire ; c’est seulement a trés forte dose (40 milligrammes) 
qu’ils provoquent chez le cobaye des lésions locales sous forme 
d’un nodule volumineux, se transforment au bout d’un mois 
en abcés caséeux fluctuant, dans le pus duauel on retrouve de 
nombreux bacilles acido-résistants. 

Bien que ne possédant pas de virulence, nous avons observé 
que ces bacilles ont un pouvoir vaccinant trés marqué pour 
le cobaye et pour le singe. Cette constatation est semblable a 
celle faite chez ces mémes animaux par Négre, Valtis et Bretey, . 
avec des souches de bacilles lisses isolés du sang de cobayes 
inoculés de produits tuberculeux ou suspects, et traités par 
lextrait acétonique. 

Tels sont les faits observés. IIs posent des problémes de 
pathologie générale et de bactériologie qui nécessitent une 
discussion attentive. Est-il possible d’en tirer des conclusions 
sur l’origine exacte de ces bacilles et leur filiation avec les 
bacilles tuberculeux virulents vrais ) La question est encore 
i étude et mérite d’étre réservée jusqu’a plus ample infor- 
mation. 

Les formes 5 de bacilles acido-résistants, non pathogénes 
mais prémunissantes isolées directement du sang de malades 
tuberculeux, dérivent-elles directement du_ bacille  tuber- 
culeux vrai, ou constituent-elles une espéce spéciale, mais 
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voisine, qui, toutes proportions gardées, jouerait vis-a-vis des 
bacilles virulents le réle de la vaccine jennérienne vis-a-vis 
de Ja variole ? 

Au cours des premiéres études consacrées a certaines de ces 
races qui avaient été obtenues par hémoculture de cobayes 
préalablement inoculés de produits tuberculeux, on n’a élevé 
aucun doute sur leur filiation directe avec le bacille tuber- 
culeux. 

Rappelons briévement que Birkhaug, qui obtient de deux 
souches humaines, par hémoculture du cobaye inoculé, de 
nombreuses colonies de bacilles type S mélangées au type R, 
considére qu'il y a une filiation directe du bacille tuberculeux 
vrai avec les bacilles S. C’est l’opinion également de Négre, 
Valtis et Bretey. Par contre, Saenz a montré, dans un mémoire 
des plus documentés publié dans ces Annales, qu’on peut 
isoler du sang de cobayes neufs, un bacille acido-résistant de 
type S qui est dépourvu d’action pathogéne pour le cobaye, 
le lapin et la poule. 

Max Pinner, comme nous-mémes, a obtenu, en partant de 
produits pathologiques cultivés directement sur milieu a 
leul, des colonies simultanées de type R et de type S. Ces 
dernicres, comme celles que nous avons obtenues, ne se sont 
pas montrées virulentes, mais il n’a pas recherché leur pou- 
voir prémunissant, pas plus que la production d’allergéne. 
Par contre, il a obtenu, pour certaines d’entre elles, par pas- 
sages successifs chez le cobaye, des reprises de virulence. 

La question de l’origine et de la filiation de ces bacilles 
acido-résistants type S reste donc encore fort obscure. 

S’agit-il d’un saprophyte qui peut vivre dans l’organisme, 
soit a l’état isolé, soit simultanément avec le bacille tuber- 
culeux virulent ? S’agit-il, au contraire, de formes de bacilles 
tuberculeux atténuées dans leur virulence et modifiées dans 
leurs propriétés biologiques et qui, de ce fait, pourraient 
circuler dans les vaisseaux sanguins sans y déterminer la 
formation de tubercules et, par suite, s’y conserveraient A 
Vétat de véritables saprophytes > La question reste posée. 
Mais ces bacilles acido-résistants possédent cependant certains 
earactéres qui les rapprochent trés sensiblement des bacilles 


tuberculeux. 


bo 
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Ainsi que nous l’avons démontré, ils produisent, en culture 
sur bouillon, un allergéne qui posséde absolument les mémes 
caractéres que la tuberculine, et provoque les mémes réactions 
en cuti et en injection intradermique. 

D’autre part, sur animal préparé, ils provoquent non seu- 
Jement l’apparition d’une réaction tuberculinique (intradermo- 
réaction positive a la tuberculine), mais ils possédent un 
pouvoir prémunissant trés net et tout a fait comparable a 
celui du BCG, puisqu’il retarde et atténue considérablement 
la tuberculose expérimentale du cobaye, et que chez le singe, 
il prémunit l’animal contre la forme généralisée et qu’il 
limite Vinfection a des lésions locales. 

Alors que le témoin meurt en soixante-dix jours, l’animal 
inoculé sous la peau avec des bacilles virulents et sacrifié neuf 
mois apres inoculation d’épreuve ne présente qu'un nodule 
local, quelques nodules pleuro-péricardigues isolés, et une 
réaction ganglonnaire trachéo-bronchique  discréte, sans 
aucune généralisation. 

Lorsque, chez les animaux préparés, soit par voie sous- 
cutanée, soit par voie intraveineuse, on pratique une inocu- 
lation d’épreuve de  bacilles tuberculeux virulents, on 
n’observe, aprés plusieurs mois, dans les trois quarts des cas, 
que des lésions localisées au poumon correspondant, caséeuses 
mais a tendance scléreuse, sans aucune localisation viscérale 
ni au foie, ni aux poumons. Si parfois on observe des granu- 
lations miliaires, elles se voient parfois dans le poumon 
opposé, vraisemblablement par infection bronchique ; le foie 
et la rate, sauf rares exceptions, restent indemnes. 

Ces souches 8, vaccinantes pour le cobaye et le singe, 
engendrant dans le bouillon ure substance qui a les propriétés 
de la tuberculine, et provoquant chez le cobaye Vallergie a la 
tuberculine, se rapprochent donc par leurs principaux carac- 
teres des bacilles tuberculeux classiques. 
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SUR L’APPARITION PRECOCE DE L’ALLERGIE 
ET DE LA RESISTANCE ANTITUBERCULEUSE 
CHEZ LES ANIMAUX VACCINES PAR LE BCG 
AU MOYEN DE SCARIFICATIONS CUTANEES 


par L. NEGRE et J. BRETEY. 


(nstitut Pasteur. 
Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


S. R. Rosenthal a montré qu’il est possible de rendre les 
cobayes et les enfants allergiques en introduisant le vac- 
cin BCG dans leur organisme par des piqtres cutanées mul- 
tiples. 

En répétant chez le cobaye les expériences de cet auteur, 
nous avons constaté l’efficacité de sa méthode au point de vue 
de la production de lallergie (ces Annales, 64, 1940, p. 189) 
et nous avons démontré qu’elle provoque la méme résistance 
antituberculeuse que les autres procédés de vaccination par 
voie parentérale (voies sous-cutanée et intradermique). Nous 
avons, d’autre part, établi que les scarifications cutanées faites 
avec un vaccinostyle a travers I goutte d’une suspension de BCG 
déposée sur la peau donnent les mémes résultats que les pigtres 
effectuées au moyen d’une aiguille. Cette méthode de vacci- 
nation par scarification parait d’un emploi plus simple que 
celle par piqtre et présente la méme innocuité. Weill-Hallé 
l’a pratiquée chez l’enfant avec des résultats trés favorables. 

La méthode de S. R. Rosenthal n’a pas seulement comme 
avantage sa simplicité d’application et son innocuité. Dés le 
début de nos recherches, nous avons été frappés, comme cet 
auteur, par la précocité d’apparition de l’allergie chez les 
animaux vaccinés par des scarifications ou par des piqires, 
puisque environ 50 p. 100 des animaux vaccinés par ces pro- 
cédés réagissent positivement a la tuberculine vers le huitiéme 
jour apres leur prémunition. 


a) aaa 
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Nous avons donc pensé qu’il serait intéressant de préciser 
dans quels délais apparatt et progresse la sensibilité & la tuber- 
culine des animaux vaccinés par le BCG au moyen de scarifi- 
cations cutanées et d’apprécier le degré de la résistance anti- 
tuberculeuse qui l’accompagne dans les premidres semaines 
aprés la vaccination. 


APPARITION DE L’ ALLERGIE CHEZ LES COBAYES VACCINES PAR LE BCG 
AU MOYEN DE SCARIFICATIONS CUTANEES. 


Afin d’éliminer les facteurs individuels, nous avons cherché 
4 déterminer les dates d’apparition de l’allergie chez le plus 
grand nombre possible d’animaux. 

Ceux-ci ont été vaccinés par 6 traits de scarifications de 
1 centimétre de longueur faites en croix & travers I goutte de 
la suspension de BCG contenant 5 milligrammes de ces germes 
par centimétre cube. Ils ont été éprouvés a différents inter- 
valles aprés la vaccination par injection intradermique de 
0c. c. 4 de tuberculine brute diluée 4 1/20. 

Les résultats que nous avons obtenus sont consignés dans 


le tableau suivant : 
PROPORTION 


; des 
Eee ; NOMBRE NOMBRE animaux 
de Veprenve de de réactions qui ont 
apres cobayes posilives réagi 
la vaccination positivement 
p- 100 
SeMTOUinene ty Ene Piers chalet Seis Belts! a 6 0 0 
Vise ies OUI me emparin tyclalte Ww cow ese aC 2 10 
GO @Ule 3. Do Gie ie hee, & 6 Seog ome 16 2 42 
OM OUI esas eesees) coh sa efard oh tes. os 21 10 47 
SRC WNP, ee ate oe Opdees ach cee 5 eels 8 53 
PPO Cd he, eer en ne oto ome are 34 De 80 
NOS OUTER 2, SER sete Bn Nee! clase acc 12 44 94 
DRO TOUn 215 Ge le ol og ao ge See. 45 100 


On voit dans le tableau précédent que toutes les réactions 
ont été négatives pendant les trois premiers jours apres la 
vaccination. Mais, dés le quatriéme-cinquiéme jour, 10 p. 100 
environ des animaux vaccinés commencent 4 étre sensibles 
\ la tuberculine. Cette proportion s’éléve rapidement puisque, 
vers le septiéme-huitiéme jour, prés de 50 p. 100 des cobayes 
réagissent positivement et environ 80 a 90 p. 100 dans la 
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période comprise entre le douziéme et le dix-neuviéme jour. 
1 n’est pas rare d’obtenir 100 p. 100 de réactions positives 
4 la fin du premier mois aprés la vaccination. 


APPARITION DE LA RESISTANCE ANTITUBERCULEUSE 
CHEZ LES COBAYES VACCINES PAR LE BCG 
AU MOYEN DE SCARIFICATIONS CUTANEES. 


Pour étudier l’apparition de la résistance antituberculeuse, 
conférée aux animaux de laboratoire par cette méthode, 
nous avons vacciné des cobayes de la méme facon que dans 
les expériences précédentes. Aprés avoir recherché dans 
quelle proportion ils réagissaient a la tuberculine, ils ont été 
éprouvés, ainsi que des cobayes témoins, a divers intervalles 
aprés leur vaccination, par inoculation sous-cutanée de 0 mil- 
ligr. QO4 d’une souche de bacilles tuberculeux trés virulents 
d’origine humaine. Les délais qui se sont écoulés entre la 
prémunition et infection ont été de sept, neuf, douze et dix- 
neuf jours suivant les lots. 


Epreuve virulente sept jours apres la prémunation. 


Exprrience. — Le 12 septembre 1939, 18 cobayes sont vaccinés 
par le BCG au moyen de scarifications cutanées dans la région de la 
nuque (6 scarifications en croix de 1 centimétre de longueur a travers 
I goutte de la suspension de BCG contenant 5 milligrammes de ces 
germes par centimétre cube, préparée le méme jour). Le 18 septembre, 
six jours apres leur vaccination, ils sont éprouvés par injection intra- 
dermique de 0 c. c. 1 de tuberculine brute diluée 4 1/20. 2 cobayes 
seulement réagissent faiblement, soit 12,5 p. 100. 

Le lendemain, soit sept jours aprés leur vaccination, tous ces ani- 
maux ainsi que 20 cobayes témoins, recoivent sous la peau de la cuisse 
droite O milligr. 001 de bacilles tuberculeux trés virulents (souche 
Worigine humaine 239). Ils sont sacrifiés le 7 novembre 1939, soit 
quarante-neuf jours aprés l’inoculation virulente. Leurs lésions gan- 
clionnaires inguinales et sous-lombaires ne different pas sensiblement 
de celles des cobayes témoins. La plupart d’entre eux ont de nombreux 
tubercules sur la rate (2 seulement n’ont aucune lésion sur cet organe 
et 4 quelques tubercules). 30 p. 100 de ces cobayes ont des lésions du 
foie et 50 p. 100 de nombreux tubercules sur les poumons. Tous les 
cobayes témoins présentent une grosse rate avec de trés nombreux 
tubercules. Ils sont atteints de lésions du foic et des poumons dans 
la méme proportion que les cobayes vaccinés. 


Les cobayes, vaccinés par le BCG au moyen de scarifications 
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cutanées et éprouvés sept jours aprés leur prémunition par 
moculation sous-cutanée de 0 milligr. 004 d’un bacille tuber- 
culeux trés virulent, se sont comportés comme les cobayes 


témoins. Au bout de ce délai, leur résistance antituberculeuse 
s’est donc montrée a peu pres nulle. 


Epreuve virulente neuf jours aprés la prémunition. 


Expérience. — Le 31 aotit 1939, 8 cobayes sont vaccinés par le BCG 
au moyen de scarifications cutanées dans la région de la nuque (6 scari- 
fications en croix de 1 centimétre de longueur A travers I goutte de la 
suspension de BCG contenant 5 milligrammes de ces germes par centi- 
métre cube, préparée le méme jour). 

Huit jours aprés leur vaccination, ces cobayes sont éprouvés par 
injection intradermique de 0 c. c. 1 de tuberculine brute diluée a 1/20. 
60 p. 100 d’entre eux réagissent positivement. Deux animaux meurent 
prématurément. Le 8 septembre, soit neuf jours apres leur prému- 
nition, les 6 survivants, ainsi que 6 cobayes témoins, recoivent sous 
Ya peau de la cuisse droite 0 milligr. 001 de bacilles tuberculeux trés 
virulents (souche d’origine humaine 239). [ls sont sacrifiés cinquante- 
huit jours aprés cette épreuve. Tous les cobayes vaccinés présentent 
quelques rares tubercules sur la rate, ils n’ont pas de lésions du foie 
el des poumons, alors que les cobayes témoins ont leur rate trés hyper- 
trophiée avec de trés nombreux tubercules ; tous ont des Iésions du 
foie et des poumons. 


Dés le neuviéme jour aprés la vaccination, une certaine 
résistance antituberculeuse parait s’établir chez les cobayes 
prémunis par le BCG au moyen de scarifications cutanées. 

Sur la rate des animaux vaccinés, les tubercules sont beau- 
coup moins nombreux que chez les témoins. Ces derniers ont 
des lésions importantes du foie et des poumons, alors jue ces 
erganes sont indemnes chez les cobayes vaccinés. 


Epreuve virulente douze jours apres la premunilion. 


Expérimence. — 12 cobayes sont vaccinés par le BCG, le 29 juin 1939, 
au moyen de scarifications cutanées dans la région de la nuque (6 sca- 
rifications en croix de 1 centimétre dans I goutte de la suspension 
de BCG contenant 5 milligrammes de ces germes par centimetre cube, 
préparée le méme jour). Onze jours aprés leur vaccination, ils sont 
éprouvés par injection intradermique de 0 c. €. dt de tuberculine ue 
diluée A 1/20. 60 p. 100 d’entre eux réagissent Po ene en- 
demain (douze jours aprés leur vaccination), ces cobayes, ainsi ave 
11 témoins, recoivent, sous Ja peau de la cuisse droite, 0 ee 901 
de bacilles tuberculeux trés virulents (souche d’origine humaine 239). 
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Ils sont sacrifiés le 28 aot, soit quarante-huit jours aprés cette inocu- 
lation. Chez les cobayes vaccinés, tous les organes (rate, foie poumons) 
sont indemnes de lésions. 2 cobayes seulement ont chacun une petite 
granulation sur la rate. Les cobayes témoins ont une grosse rate avec 
de trés nombreux tubercules. 50 p. 100 d’entre eux présentent des 
lésions du foie. 


D’aprés ces résultats, la résistance antituberculeuse des 
cobayes éprouvés douze jours aprés leur vaccination est plus 
prononcée que celle des cobayes éprouvés dans un délai de 
neul jours. Tous leurs organes sont presque complétement 
indemnes de lésions, tandis que chez les cobayes témoins, la 
rate hypertrophiée présente de trés nombreux tubercules et 
que 50 p. 100 d’entre eux ont des lésions du foie. 


Epreuve virulente diz-neuf jours aprés la prémunilion. 


Exprrience. — Le 30 aofit 1940, 12 cobayes sont vaccinés par le BUG 
au moyen de scarifications cutanées dans la région de la nuque 
(6 scarifications en croix de 1 centimétre de longueur dans I goutte 
de la suspension de BCG contenant 5 milligrammes de ces germes par 
centimétre cube, préparée le méme jour). 

Le 11 septembre, douze jours aprés la vaccination, ils sont éprouvés 
par injection intradermiyque de 0 c. c. 1 de tuberculine brute diluée 
a 1/20. 82 p. 100 d’entre eux réagissent positivement. 

Le 18 septembre, soit dix-neuf jours aprés leur vaccination, ils 
recoivent, ainsi que 18 témoins, sous la peau de la cuisse droite 
0 milligr. 001 de bacilles tuberculeux trés virulents (souche d’origine 
humaine 239). Tous sont sacrifiés cinquante jours aprés cette inocu- 
jation. Les ganglions sous-lombaires des vaccinés sont de dimensions 
irrégulitres mais en général moins volumineux que ceux des témoins. 
10 cobayes n’ont aucune lésion sur leur rate, 2 présentent un ou deux 
petits tubercules sur cet organe. Les poumons et le foie n’ont aucune 
lésion. Par contre, chez les témoins, la rate hypertrophiée a un grand 
nombre de gros tubercules. 30 p. 100 de ces cobayes ont des lésions 
sur le foie et 60 p. 100 sur les poumons. 


La résistance antituberculeuse des cobayes prémunis par 
le BCG administré par des scarifications cutanées et éprouvés 
nar une inoculation virulente, dix-neuf jours aprés leur vacci- 
nation, s’affirme de plus en plus nette si l’on considére les 
lésions des témoins. 

CONCLUSIONS. 


Il ressort de nos expériences qu’environ 10 p. 4100 des 
cobayes vaccinés par des scarifications cutanées imprégnées 
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de BCG commencent a réagir positivement A la tuberculine 
vers le quatriéme ou cinquiéme jour aprés leur vaccination. 
Cette proportion s’éléve trés rapidement dans les jours sui- 
vants. Elle atteint 50 p. 100 vers le septiéme-huitiéme jour 
et 80 p. 100 le douziéme jour. On peut observer 160 D. 100 de 
réactions positives A la fin du premier mois aprés la vacci- 
nation. 

Nous avons également constaté qu’une certaine résistance 
antituberculeuse commence a se manifester, chez les cobayes 
vaccinés par le BCG au moyen de scarifications cutanées, 
dés le neuviéme jour aprés leur prémunition. Cette résis- 
tance se renforce progressivement dans les jours suivants et, 
dés le dix-neuviéme jour, elle paratt atteindre un degré sem- 
blable & celui que l’on observe au bout de trente A quarante- 
cing jours apres la vaccination. 

Sans préjuger des rapports qui peuvent exister entre 
Vallergie et l’immunité, il est intéressant de noter que chez 
les animaux vaccinés par des scarifications cutanées, l’une et 
Vautre apparaissent précocement et évoluent d’une facon tout 
® fait paralléle. 

La simplicité d’application de cette méthode d’immunisa- 
tion, son innocuité et sa rapidité d'action doivent en faire un 
procédé de choix pour la vaccination de l’enfant par le BCG. 
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L’HYPERSENSIBILITE A LA TUBERCULINE 
ET LA RESISTANCE AUX SURINFECTIONS VIRULENTES 
PRODUITES 
PAR LE BACILLE TUBERCULEUX ATTENUE R1 


par Atrrep BOQUET. 


(Institut Pasteur, Laboratoires de recherches 
sur la tuberculose.) 


Le bacille dit R: a été isolé en 1894 par Trudeau, des pou- 
mons d’un enfant mort de granulie (L. U. Gardner). En 41898, 
sa virulence commenca @ diminuer spontanément et en 1895, 
elle était déja si affaiblie que seules de fortes doses se mon- 
traient capables de tuberculiser le cobaye. De 1895 a 1897, un 
grand nombre d’inoculations de R. furent pratiquées sur des 
singes, des chevaux, des anes, des moutons et des chévres : 
aucune n’aboutit a la production de lésions tuberculeuses 
extensives. 

Depuis, la virulence du bacille Ri, telle qu’elle ressort en 
particulher des expériences d’A. K. Krause et de H. 8. Willis, 
semble s’étre stabilisée 4 ce degré d’atténuation. La souche 
dont nous disposons et que nous devons a l’obligeance de 
H. 8S. Willis, s’est montrée un peu plus pathogéne que le BCG 
et d’isolement beaucoup plus difficile par la méthode de 
Lowenstein, a partir des organes infectés. Inoculée par la voie 
sous-cutanée, a la dose de 4 milligramme & 3 milligrammes, 
elle provoque encore, chez le cobaye, un abcés local qui ne 
s’ouvre pas 4 l’extérieur, mais persiste pendant plusieurs mois 
en s’accompagnant d’un gonflement trés net des ganglions du 
voisinage et de la chaine suivante. On n’observe pas de foyers 
de caséification dans les ganglions hypertrophiés, et Vadénopa- 
thie régresse peu & peu. Chez les animaux qui succombent ou 
que l'on sacrifie quelques semainés aprés linoculation, iJ 
nexiste pas d’autre Iésion macroseopique qu’une hypertro- 
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phie, parfois assez accentuée, des ganglions trachéo-bron- 
chiques. 

Tous les autres modes d’infection et Vinoculation au lapin 
confirment qu'il s’agit 1a d’une souche trés peu pathogéne, 
sauf & haute dose et par voie veineuse. Les expériences de 
passage de cobaye a cobaye effectuées pendant plusieurs 
années par D. EK. Cummings et H. S. Willis permettent d’af- 
firmer que l’atténuation du bacille R, est aussi irréversible et 
aussi Stable que l’atténuation de Ja souche BCG, quoique moins 
accentuée. A dose égale, le bacille R, engendre chez le 
cobaye un état allergique plus intense et plus durable que 
Vallergie produite par le BCG. Enfin E. R. Baldwin, 
A. K. Krause_-et D. Peters, H. 8. Willis ont établi depuis 
longtemps que les animaux préparés par des inoculations 
de R, acquiérent une résistance trés nette 4 Vinfection viru- 
lente d’épreuve. 

C’est sur cette base que nous avons fondé les. recherches 
exposées dans ce mémoire et qui ont pour principal objet 
l’étude des relations entre Vinfection, occulte pour ainsi dire, 
créée par la souche R, d’une part avec l’hypersensibilité a la 
tuberculine, d’autre part avec Vimmunité antituberculeuse. 


I. — Caractéres et valeur de l’hypersensibilité a la tuberculine 
produite par le bacilie R 1. 


Avec J. Bretey, nous avons montré en 1934, que les cobayes 
blancs de 800 4 600 grammes, en bon état de santé, auxquels 
on inocule 1 milligramme de bacilles Ri sous la peau de la 
cuisse, commencent a réagir a lintradermo-tuberculination 
(0 c. c. 4 de tuberculine brute diluée au 1/10) vers le septiéme 
jour. Les réactions consistent alors en une petite papule cedé- 
mateuse ; dans la suite elles deviennent hémorragiques, puis 
nécrotiques. Pour la méme dose de tuberculine, elles conser- 
vent la méme intensité pendant plus de huit mois. 

Si l’on trace la courbe de l’allergie en tenant compte de la 
dose minima réactionnelle de tuberculine, on  constate 
que l’hypersensibilité croitt rapidement du septi¢éme au ‘quin- 
ziéme jour ; mais elle n’atteint toute son ampleur que vers le 
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quatre-vingtidme jour. La dose minima active de tuberculine 
brute s’abaisse de 10 milligrammes A 0 milligr. 2 dans le stade 
initial qui se termine vers la fin de la deuxieme semaine, puis 
elle passe de 0 milligr. 2 4 0 milligr. 02 de la troisiéme semaine 
4 la douziéme. Ensuite l’hypersensibilité diminue lentement et 
assez réguliérement. 

Lorsque l’inoculation de bacilles Ri est effectuée dans la 
peau, également a la dose de 1 milligramme, en 1 ou 2 piqures 
simultanées, l’allergie est un peu plus précoce : la moitié envi- 
ron des animaux inoculés commencent A réagir le cinquiéme 
jour a l’injection intradermique de 0c. c. 1 de tuberculine 
brute diluée au 1/10 ; au septiéme jour, la plupart répondent 
par une papule cedémateuse de 12 & 20 millimétres de dia- 
métre & la méme injection ; au quinziéme jour, les réactions 
deviennent plus fortes, hémorragiques dans un tiers des cas 
environ, puis leur intensité croit comme dans le cas précé- 
dent. A la fin de la cinquiéme semaine, la dose minima réac- 
tionnelle est de 0 milligr. 4. 

L’allergie apparait le sixiéme ou Je septiéme jour aprés 
Vinoculation intradermique de 0 milligr. 41 de bacilles Ri, ; 
vers le douziéme jour aprés |’inoculation intradermique de 
0 milligr. O01 ; vers le dix-huitiéme jour aprés l’inoculation 
intradermique de 0 milligr. 001. Quelques animaux seulement 
réagissent entre le dix-huiti’me et le vingt-cinquiéme jour 
aprés l’inoculation intradermique de 0 milligr. 0001. 

La lésion locale d’infection débute le deuxiéme jour par 
Vapparition d’un petit nodule du volume d’une téte d’épingle 
chez les cobayes qui ont recu 0 milligr. 1 de bacilles R, dans 
la peau ; par une trés fine élevure chez ceux qui ont recu 
0 milligr. 01. Cette Iésion augmente légérement pendant quel- 
ques jours (grain de poivre dans Je premier cas, téte d’épingle 
dans Ie second), desquame, puis régresse et se résorbe en 
quatre & cing semaines. 

Chez les cobayes qui ont recu 0 milligr. 001 de baciiles R, 
dans la peau, un petit tubercule se forme vers le douziéme jour 
au point de l’inoculation ; vers le dix-huitidme jour, le granu- 
lome atteint le volume d’une téte d’épingle, puis il se résorbe 
comme dans le cas précédent. 

3 sur 10 cobayes inoculés par scarifications, selon la tech- 
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nique de L. Négre et J. Bretey, réagissent déja, mais faible- 
ment, le sixiéme jour ; au douziéme jour, tous les animaux en 
bon état de santé répondent 4 lépreuve tuberculinique par une 
papule cedémateuse nette, du diamétre d’une piéce de 0 fr. 80. 
Le dix-huitiéme jour, l’intradermo-tuberculination donne de 
belles papules cedémateuses 4 centre nécrotique. A la fin de 
la cinquiéme semaine, papules nettes aprés l’injection intra- 
dermique de 0 milligr. 2 de tuberculine ; petite papule aprés 
injection de 0 milligr. 1. La sensibilité a la tuberculine des 
cobayes ainsi préparés par scarifications (8 traits en grille sur 
le dos enduits d’une suspension de 10 milligrammes de bacilles 
R, en eau physiologique) est & peu prés de méme ordre que la 
sensibilité des cobayes préparés par |’injection intradermique 
de 4 milligramme de ces germes. 

Toutes conditions égales d’ailleurs, l’allergie conférée au 
cobaye par le bacille R, s’installe plus rapidement et se montre 
nettement plus forte et beaucoup plus durable que l’allergie 
produite par le BCG. Dans les conditions optima, son intensité 
peut méme égaler celle des animaux infectés par des bacilles 
virulents ; mais aprés avoir atteint ce degré assez tardivement 
(quatre-vingtiéme jour), l’hypersensibilité tuberculinique des 
cobayes préparés par l’inoculation de bacilles R, s’afiaiblit 
sraduellement. 

Avec J. Bretey, nous avons pu suivre son évolution pendant, 
prés d’une année. Chez Jes cobayes préparés par une inocula- 
tion sous-cutanée de 1 milligramme de R,, la dose minima 
réactionnelle de tuberculine brute est passée de 0 milligr. 02 a 
la douziéme semaine 4 2 milligrammes & la fin du onziéme 
mois. Dans les mémes conditions, H. 8. Willis a vu disparaitre 
la sensibilité & la tuberculine au bout de deux ans ; mais il a 
constaté que si on inocule des bacilles virulents aux cobayes 
ainsi redevenus anergiques, ils se montrent de nouveav 
hypersensibles a un trés haut degré, aprés une période d’incu- 
bation plus courte que la période antéallergique des cobayes 
témoins. 
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Il. — Caractéres et valeur de l’immunité produite 
chez le cobaye par le bacille R14. 


Aprés gue Trudeau et de Schweinitz eurent établi que le 
bacille R. provoque chez le cobaye le développement d’une 
résistance assez marquée contre les surinfections virulentes, 
E. R. Baldwin et L. U. Gardner, A. K. Krause et H. S. Willis 
ont employé cette souche dans leurs recherches expérimen- 
tales sur l’allergie et l’immunité tuberculeuses. En particulier, 
c’est en étudiant la dispersion de bacilles pathogénes dans 
l’organisme des cobayes neufs et dans l’organisme des cobayes 
préparés par une inoculation de R., que A. K. Krause et H. 8. 
Willis ont mis en évidence ce fait d’importance capitale que, 
chez ces derniers animaux, les bacilles d’épreuve, au lieu de 
pénétrer dans tous les organes dés les premiers jours de |’in- 
fection, restent bloqués sur place pendant un délai plus ou 
moins long et ne sont retrouvés dans la rate et les poumons, 
par exemple, que deux 4 trois semaines aprés inoculation. 
Néanmoins les cobayes vaccinés par le Ri et éprouvés contrac- 
tent une tuberculose progressive, et ils succombent avec des 
lésions généralisées plusieurs mois aprés les témoins. Allen 
Krause en concluait que le caractére essentiel de l’immunité 
antituberculeuse consiste moins dans l’inhibition compléte des 
activités du bacille de Koch que dans le retard de leur disper- 
sion. C’est également, avec quelques variantes, ce qui ressort 
des expériences que voici. 


A. — Essats DE VACCINATION PAR VOIE SOUS-CUTANEE. 


1° Epreuve par inoculation sous-cutanée de faibles doses de 
bacilles bovins de virulence moyenne. 


Expérience 1 (1). — 45 cobayes répartis en 3 lols de 15 animauz ont 
regu sous la peau de la cuisse, les uns une seule injection de 1 milli- 
gramme, les autres 2 injections de 1 milligramme et 1 muilligr. 5a 
trente-trois jours d’intervalle et les derniers 3 injections de 1 milli- 


(1) Faite avec la collaboration de R. Laporte. 
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gramme, 1 milligr. 5 et 1 milligr. 5 de bacilles R,, a trente jours d’inler- 
valle. 


Dans cette expérience, comme dans toutes les expériences 
suivantes, les bacilles R, provenaient de cultures sur pomme 
de terre glycérinée, 4gées d’un mois environ. Au moment de 
Vemploi ils étaient mis en suspension fine dans de l'eau phy- 
siologique. 

La moitié de ces animaux ont été éprouvés six semaines 
apres la derniére injection, par inoculation sous-cultanée de 
0 millagr. 0002 de bacilles bovins de virulence moyenne (sou- 
che Vallée) ; les autres ont recu, sous la peau également, une 
dose d’épreuve 10 fors plus faible, soit 0 milligr. 00002 de la 
méme souche. 

Sauf chez deux cobayes (série de 3 injections de R,, épreuve 4 la-cose 
de 0 milligr. 0002), qui présentaient des lésions viscérales assez nom- 
breuses, on ne releva & l’autopsie de tous ces animaux, pratiquée cing 
mois aprés ]’épreuve, que des adénites inguinales et sous-lombaires et 
quelques tubercules sur la rate. Tous les témoins, morts ou sacrifiés A 
partir du quatriéme mois aprés l’infection, étaient atteints de lésions 
viscérales massives. 


D’autres essais de vaccination du cobaye, effectués sur la 
demande de M. G. Ramon, aux mémes doses et avec les mémes 
bacilles enrobés dans un mélange d’huile et de lanoline (huile 
deux parties, lanoline une partie) ont donné les mémes résul- 
tats que les précédents, aprés les mémes épreuves. 

2° Epreuve par inoculation sous-cutanée de bacilles humains 
de virulence moyenne. 


Exprrrence Il. — 7 cobayes regoivent par vote sous-cutanée 2 milli- 
grammes de la souche R,, puis cing semaines plus tard, par la méme 
voie, 0 milligr. 00005 d’une souche humaine de virulence moyenne. 

En dehors d’adénites inguinales et sous-lombaires caséeuses, les 3 
cobayes survivants, qui furent sacrifiés cinq mois apres l’épreuve pré- 
sentaient 1’un une seule granulation sur Ja rate, l’autre de nombreu- 
ses granulations sur la rate et les poumons : le troisitme 3 granula- 
tions spléniques, de nombreux nodules pulmonaires et de volumineux 
ganglions trachéo-bronchiques. 

Les témoins sont morts de tuberculose généralisée entre la treiziéme 


et la seiziéme semaine. 


3° Epreuve par inoculation intrapéritonéale de bacilles hu- 
mains de virulence moyenne. 
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Exptrience Ill. — Des cobayes recoivent sous la peau 2 milligrammes 
de bacilles R, et, quarante-cing jours plus tard, par la voie péritonéale, 
0 milligr. 00005 de la souche humaine employée dans Vexpérience 
précédente. 

Jusqu’au quatriéme mois aprés Vinoculation virulente, ces eobayes 
n’ont présenté que des granulations épiploiques plus ou moms nom- 
breuses, souvent accompagnées d’adénites sous-lombaires et mésen- 
tériques. 

Du quatriéme au cinquitme mois, on a observé en outre des granu- 
lations sur la rate et une hypertrophie des ganglions trachéo-bron- 
chiques, sans Iésions pulmonaires apparentes. 

Dans la suite, ces lésions se sont accentuées. 7 cobayes sur 10 sacri- 
fiés au cours du septit¢me mois, ont été trouvés porteurs de nom- 
breuses granulations sur la rate, de lésions hépatiques et de nodules 
pulmonaires. Chez tous, l’épiploon était @paissi et contenait des 
nodules caséeux ou de fines granulations en trés grande abondance. 
Le 8° n’avait pour toute lésion qu’un ganglion coecal hypertrophié et 
caséeux ; l’épiploon était normal. Deux enfin étaient totalement 
indemnes avec un épiploon normal. 

Des 6 témoins, 2 sont morts le vingt-deuxiéme jour aprés Vinocula- 
tion, avec un gros cordon épiploique criblé de fines granulations ; 
1 a succombé le trente-troisiéme jour avec, en plus des lésions épi- 
ploiques, des adénites caséeuses sous-lombaires, de nombreuses gra- 
nulations spléniques et des foyers de nécrose hépatiques ; 2 sont morts 
le soixante-deuxiéme jour avec des lésions analogues mais plus 
étendues. Le 6° cobaye est mort le solxante-septiéme jour avec un pros 
cordon épiploique criblé de nodules purulents et de nombreuses et 
importantes lésions du foie, de la rate, des poumons et des ganglions 
trachéo-bronchiques. 


Y 
| 


4° Epreuve par inoculation sous-cutanée de bacilles bovins 
tres virulents. 


Expériencr IV. — Des cobayes aurquels on avait inoculé, sous ja 
peau, douze semaines auparavant, 1 milligramme de baeilles R,, 
recoivent également sous la peau, (0 milligr. 0001 de bacilles bovins 
frés virulents. 

2 de ces cobayes, morts neuf et dix semaines apres Vépreuve, 
ne présentaient que des adénites caséeuses, inguinales et sous-lom- 
baires. Les 4 autres, qui ont succombé cing semaines plus tard, soit 
quinze semaines aprés l’inoculation virulente, étaient tous porteurs 
de lésions viscérales trés étendues. ; 

Les témoins sont morts de tuberculose généralisée massive entre 
la huitiéme et la dixiéme semaine. 


D’autres cobayes préparés avec une dose 10 fois plus faible 
de bacilles R. et inoculés comme les précédents, ont - fait 
preuve de la méme résistance. 
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0° Epreuve par inoculation intrapéritonéale de bacilles 
bovins trés virulents. 


Exekrience V. — Douze semaines aprés une inoculation sous- 
cultanée de 1 milligamme de bacilles R,, des cobayes recoivent, par 
voie péritonéale, 0 milligr. 0001 de la souche bovine précédente. 

‘Tous les animaux qui ont succombé plus de 9 semaines aprés cette 
épreuve, présentaient un énorme cordon épiploique criblé de nodules 
et d’abcés caséeux, des adénites caséeuses sous-lombaires et des lésions 
viscérales étendues. A partir de la quatorziéme semaine, le foie, la 
rate et les poumons étaient littéralement criblés de nodules. 2 cobayes 
sur 11 ont vécu seize semaines et 3 dix-huit semaines aprés l’inocula- 
tion virulente. 

Les 6 témoins sont morts de tuberculose généralisée, avec de volu- 
mineuses lésions épiploiques, enlre la onzi¢éme et la quatorziéme 
semaine. 


6° Epreuve par inoculation intradermique de bacilles bovins 
de wirulence moyenne. 


Exrénrence VI. — Vaccination d’un lot de cobayes par ineculation 
sous-cutanée de 1 milligramme de bacilles R,. Epreuve six semaines 
plus tard par inoculation intradermique de 0 milligr. 000025 de la 
souche bovine de Vallée. 

Au moment ot: cette épreuve a ¢lé effectuée, les animaux réagis- 
saient a la tuberculine par une papule hémorragique ou nécrotique. 

Vingt-quatre heures aprés J’inoculation virulente, on observe, au 
niveau de la piqtre, un léger épaississement papuleux de la peau, 
du diamétre d'une lentille. Le deuxiéme ou le troisiéme jour, cette 
réaction allergique, déja décrite par A. Krause et D. Peters, fait place 
au développement progressif d’un nodule dont le centre se nécrose 
vers le douziéme ou le quinziéme jour. Ce granulome augmente de 
volume jusqu’d la fin du deuxiéme mois (grain de poivre, lentille, 
rarement pois) el continue a s’ulcérer plus ou moins profondément ; 
puis il régresse cl tend a se cicatriser. Les animaux vaccinés sont 
morts ou ont été sacrifiés entre le quatriéme et le septiéme mois. L’au- 
topsie a révélé la présence de volumineuses adénites et de quelques 
tubercules disséminés sur la rate et sur les poumons. 

Chez les témoins, le nodule d’infection n’a apparu que vers le dou- 
zieme jour ; il a ensuite grossi peu a peu et s’est ulcéré comme chez 
les vaccinés, mais sauf de rares exceptions, il a persisté jusqu’da la 
mort. Tous Jes animaux sont morts de tuberculose généralisée avant 


la fin du cinquitme mois. 


7° Epreuve par inoculation intradermique de bacilles bovins 
trés verulents. 


Expfrience VII. — Vaccination d’un lot de cobayes par inoculation 
sous-cutanée de 3 milligrammes de bacilles R,. Epreuve quinze semai- 
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nes plus tard par inoculation intradermique de 0 milligr. 0001 d'une 
souche bovine trés virulente. ‘ 

Comme chez les animaux de l’expérience précédente, la lésion de 
surinfection a élé précoce et accélérée. Jusqu’’ la quinziéme semaine 
aprés l’épreuve, il n’a été observé que des lésions locales (chancre 
cutané) et ganglionnaires (adénites inguinales et axillaires). A partir 
de la quinziéme semaine, il existait des nodules disséminés sur la 
rate, le foie‘et les poumons. Localement, le chancre d’infection persis- 
tait et, souvent, appardt sur le trajet d’un lymphatique, entre Pul- 
cere et l’aisselle, un ou plusieurs petits nodules cutanés, durs, bien 
circonscrits. Ces nodules grossissaient peu A peu, pour atteindre par- 
fois les dimensions d’un grain de poivre ou d’une_Ilentille, s’ulcé- 
raient et suppuraient pendant quelques jours. Le pus qu/ils conte- 
naient renfermait des bacilles tuberculeux en petit nombre, mais de 
virulence normale, comme l’ont démontré Jinoculation directe et 
Vinoculation de cultures de passage au cobaye. Une fois vidés de leur 
contenu, ces abcés se sont cicatrisés trés rapidement. 

A lautopsie, on a trouvé chez ces animaux, a la face interne de 
la peau avoisinant le chancre, une grappe ou une chaine de petits 
tubercules du volume d’une téte d’épingle, dans lesquels on mit faci- 
lement en évidence des bacilles acido-résistants. 

6 cobayes sur 12 ainsi vaccinés et éprouvés sont morts entre la 
dix-huitiéme et la vingt-sixieéme semaine avec des lésions hépatiques, 
spléniques et pulmonaires massives (poumons hypertrophiés, criblés 
de nodules et de petites cavernes). Tous étaient encore porteurs du 
chancre d’inoculation, atteignant 6 4 8 millimétres de diamétre et 
recouvert d’une crotite épaisse et de pus. Le pus de cet ulcére conte- 
nait des bacilles tuberculeux assez nombreux (1 tous les 2 A 5 champs 
dans les frottis), aisément cultivables et de méme virulence que la 
souche inoculée. 

Chez les témoins (12 cobayes), les lésions spléniques (granulations) 
étaient déja nombreuses a la fin de la sixiéme semaine. Tous les ani- 
maux sont morts de tuberculose généralisée entre la neuvidme et la 
treiziéme semaine, avec un chancre d’inoculation identique A celui des 
cobayes vaccinés. 


Expénmence VIM. — Inoculation sous-cutanée de 2 milligrammes de 
bacilles R,. Epreuve trente et un jours plus tard, par voie dermique, 
comme dans Vexpérience précédente. 

Chez les vaccinés, les premiéres Iésions viscérales (spléniques) n’ont 
6t6 observées qu’au cours de la neuvitme semaine apres l’épreuve fil 
ce moment les témoins présentaient déjA des Iésions sur tous les 
organes. Vers la dixiéme semaine, de petits nodules cutanés, durs, au 
nombre de deux ou trois, ont apparu chez les vaccinés, 2 environ 
15 millimétres de lVulcére, répartis sur le trajet horizontal d’un lym- 
phatique (2). Ces petits nodules se sont ensuite ulcérés ¢t, apres évacua- 


‘ 


(2) Une observation analogue a été faite en 1920 par A. K. Krause. 
« Récemment, chez un cobaye d’une série de pres de 100 animaux 
qui avaient été inoculés par voie intradermique avec des bacilles tuber- 
culeux vivants, il s’est produit un type d’infection que je n’avais 
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tion de leur contenu purulent assez riche en bacilles, ils se sont par- 
faitement cicalrisés vers la seiziéme semaine. 

Ces cobayes vaccinés sont morts entre la quinziéme et la vingt-qua- 
triéme semaine avec les mémes lésions locales et viscérales que les 
cobayes de l’expérience précédente. 

Tous les témoins sont morts de tuberculose généralisée avant la 
dix-huititme semaine. 


B. — Essais DE VACCINATION PAR VOIE VEINEUSE. 
Expérience IX (3). — Inoculation intraveineuse de 1 milligramme 


de bacilles R, ; épreuve six semaines plus tard par inoculation sous- 
cutanée de 0 milligr. 00005 de bacilles humains trés virulents. 

En dehors de quelques fins tubercules pulmonaires, reliquat de 
Vinoculation de bacilles R,, on n’a relevé aucune Iésion chez les ani- 
maux qui ont succombé moins de dix semaines aprés 1]’épreuve. Chez 
un cobaye mort & la fin du cinquiéme mois, les ganglions inguinaux 
et sous-lombaires correspondant a4 l’inoculation étaient hypertrophiés 
et scléreux, mais il n’existait pas de Iésions viscérales. Les lésions de 
la rate ont apparu vers le septiéme mois ; dans la suite, les autres 
organes se tuberculisérent & leur tour ; les derniers animaux vaccinés 
ont succomhbé le dixiéme et le onziéme mois avec des lésions massives. 

Les témoins sont morts en dix a quatorze semaines de tuberculose 
généralisée. 


C. -—— Essals DE VACCINATION PAR VOIE DERMIQUE. 


Expérience X. — Inoculation dans la peau de chaque flanc de 
1 milligramme de bacilles R, en suspension dans 0 c. c. 1 d’eau phy- 
siologique ; épreuve cing semaines plus tard, par inoculation sQus- 
cutanée de 0 milligr. 0005 de bacilles bovins trés virulents. 

Premiéres lésions viscérales (rate) aA la fin du deuxiéme mois ; 
ensuite généralisation progressive avec un retard de plusieurs semaines 
sur les témoins. 


Expiérience XI. — Méme vaccination mais par une seule piqtre intra- 
dermique de 1 milligramme de bacilles R, ; méme épreuve. 

Les animaux ainsi vaccinés ont été sacrifiés treize semaines aprés 
Vinoculation virulente. Ils présentaient les adénites caséeuses habi- 


jamais observé. Au point d’inoculation, la lésion se développa d’abord 
lentement, comme d’ordinaire, avec formation d’un nodule qui, dans 
la suite, s’ouvrit et s’ulcéra. L’ulcére persista. Mais alors un certain 
nombre de nodules tuberculeux apparurent dans la peau, sur le trajet 
des lymphatiques en avant et en arriére de la lésion. C’était 14 un 
phénoméne tout a fait exceptionnel qui donna lieu a la formation de, 
nouveaux tubercules dermiques non ulcérés dans la région des gan- 
glions axillaires et inguinaux». (A. K. Krause, Amer. Rev. Tuberc., 
4, 1920, p. 123.) 
(3) Faite en collaboration avec R. Laporte. 
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tuelles, quelques granulations sur la rate, quelques foyers hépatiques 
et des tubercules pulmonaires plus ou moins nombreux. 

D’une maniére générale, et contrairement a ce que l’on observe 
presque toujours chez les témoins, les lésions pulmonaires étaient 
plus nombreuses que les lésions spléniques. ; 

Chez les témoins, les premiéres Iésions viscérales (rate) ont été 
relevées au début de la sixiéme semaine. 7 sur 9 sont morts de tuber- 
culose généralisée entre la huitiéme et Ja onziéme semaine. 2 ont 
survécu treize semaines ; ils présentaient d’énormes lésions — spléni- 
ques et pulmonaires. 


D. — Essais DE VACCINATION PAR SCARIFICATIONS 


Exprrience XII. — Sur la peau du dos, décapée a UVéther, on fait, 
au moyen d’un vaccinostyle, 6 scarifications en grille et Von enduit 
chacune d’elles d’une grosse goutie d’une suspension contenant 
10 milligrammes de bacilles R, par centimetre cube. Epreuve eing 
semaines plus tard, comme précédemment. 

Les plaies de scarifications se cicatrisent en quelques jours. Jusqu’a 
la huitiéme semaine, les lésions provoquées par J]’inoculation viru- 
lente sont limitées aux ganglions inguinaux et sous-lombaires, qui 
sont hypertrophiés et caséeux. A la dixiéme semaine, on trouve de 
rares granulations spléniques et de fines granulations pulmonaires. 
Chez les animaux sacrifiés A la fin de la quatorziéme semaine, il exis- 
tait de rares granulations spléniques et de nombreuses granulations 
pulmonaires avec une énorme hypertrophie des ganglions trachéo- 
bronchiques. 

Mémes témoins que dans l’expérience XI. 


Expérience XII. — Vaccination par scarifications, comme précé- 
demment, mais les bacilles R, sont mis en suspension dans de Phuile 
Wolive. Méme épreuve. 

Les animaux sacrifiés 4 la fin de la quatorzitme semaine ne présen- 
taient que des adénites inguinales el sous-lombaires caséeuses, de rares 
granulations sur la rate et, certains, quelques fins tubercules pul- 
monaires. La résistance qu’ils avaient acquise était nettement plus 
marquée que celle des cobayes de Vexpérience XII. Mémes témoins 
que précédemment. 


ixpéRience XIV. — Vaccination par scarifications comme précédem- 
ment, mais les bacilles R, sont mis en suspension dans une solution 
de gomme arabique a 10 p. 100. 

Des le début du troisitme mois, les animaux sont morts avec des 
lésions tuberculeuses massives, 4 peu pres aussi nombreuses et aussi 
étendues que celles des témoins. 
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Développement de l’immunité engendrée par le bacille R14. 


L’expérience suivante a eu pour objet de déterminer aprés 
quel délai minimum la résistance aux surinfections virulentes 
peut étre décelée chez les cobayes préparés par des inoculations 
de bacilles Ri. Pour rendre le phénoméne d’immunité plus 
évident et pour en mieux mesurer la valeur, nous avons em- 
ployé une dose vaccinante forte et une dose d’épreuve faible. 

Cette expérience a montré que, dans ces conditions, l’immu- 
nité devient manifeste entre le quatorziéme jour et le vingt- 


cinquiéme jour et qu’a partir du vingt-cinquiéme jour jus- 
-qu’au cinquante-sixiéme, elle reste stationnaire. 


ExpfrienceE XV. — Quatre lots de cobayes regoivent sous la peau 
6 milligrammes de bacilles R,. Ceux du premier lot sont éprouvés 
quatorze jours plus tard par inoculation sous-cutanée de 0 milligr. 
00001 de la souche bovine de Vallée. 

Ceux du 2° lot sont éprouvés le vingt-cinquizme jour. 

Ceux du 8 lot sont éprouvés le quarantiéme jour. 

Ceux du 4° lot sont éprouvés le cinquante-siziéme jour. 

a) Epreuve le quatorziéme jour. — Des lésions de la rate et du foie 
ont été observées chez deux cobayes morts a la fin du deuxiéme mois. 
Les autres sont morts avec des lIésions massives en quatre mois a 
quatre mois et demi, dans les mémes délais que les 1émoins. 

b) Epreave le vingt-cinquiéme jour. — Les cobayes sacrifiés a la fin 
du quatriéme mois n’avaient que des adénites caséeuses, inguinales et 
sous-lombaires. 

c) Epreuve le quarantiéme jour. — Pas d’autres lésions que des adé- 
nites inguinales et sous-lombaires avant le troisiéme mois. Début de 
généralisation a partir du cinquiéme mois. 

d) Epreuve le cinquante-sixiéme jour. — Apparition des premiéres 
lésions viscérales (spléniques) 4 la fin du quatriéme mois. 

Les témoins de ces 4 lots, morts ou sacrifiés 4 la fin du quatriéme 
mois, étaient tous atteints de tuberculose généralisée. 


Relations entre l’allergie tuberculinique et l’immunité. 


Si le blocage sur place des bacilles virulents d’épreuve — tel 
qu’un grand nombre d’expériences l’ont mis en évidence chez 
les animaux infectés ou vaccinés — était uniquement lié a 
Vhypersensibilité tuberculinique concomitante, on pourrait en 
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inférer que les effets pathogénes des surinfections sont inver- 
sement proportionnels 4 l’intensité des réactions locales mises 
en jeu par les corps microbiens, ou, plus exactement, par la 
tuberculine qu’ils libérent au lieu de Pinoculation. En ce qui 
concerne les surinfections cutanées, par exemple, le degré 
de Vimmunité antituberculeuse d’un sujet donné s’expri- 
merait done d’aprés la dose minima de tuberculine ou de 
corps microbiens capable de produire une papule caractéris- 
tique. Corrélativement, les fluctuations de Vhypersensibilité au 
cours de linfection traduiraient les variations de la résistance 
spécifique ; de sorte que si l’on pouvait augmenter, diminuer 
ou supprimer artificiellement la réactivité a la tuberculine chez 
un animal vacciné, on verrait parallélement croitre, s’affai- 
blir, puis disparaitre sa résistance aux surinfections exogénes 
et endogdnes. C’est dans le dessein de vérifier cette hypo- 
thése, que nous avons fait les expériences suivantes dont 
certaines remontent a 1932. 


4° RENFORCEMENT DE LA REACTION CUTANEE AUX SURINFECTIONS. 


Il est facile d’augmenter les réactions locales de surinfec- 
tion en provoquant, au lieu méme de l’inoculation, un véri- 
table phénoméne de Koch par linjection intradermique d’un 
mélange d’une faible dose de bacilles virulents vivants et 
d'une assez forte dose des mémes germes tués par la chaleur. 


ExpErience XVI. — Vingt-huit jours aprés Vinoculation sous-cutanée 
de 5 milligrammes de bacilles R,, ¢’est-d-dire au moment ou les cobayes 
donnent une réaction hémorragique ou nécrotique & Vintradermo-tuber- 
culination, on inocule a ces anmaua, dans la peau du flanc, un mélange 
de 0 milligr. 000.001 de bacilles bovins moyennement virulents (souche 
Vallée) et 0 milligr. 1 de bacilles du méme type tués. 

Le lendemain de cette épreuve, on observe une large papule inflam- 
matoire dont le centre est en voie de nécrose. Puis cette papule 
régresse, se condense et fait place entre le troisiéme ct le quatriéme 
jour, & un nodule du diamétre d’une Jentille. Un mois plus tard, ce 
nodule commence A se résorber ect, d& la fin du quatriéme mois, il 
nen reste plus qu'une faible trace. 

Sacrifiés le septiéme mois, les cobayes ainsi surinfectés sont trouvés 
porteurs d’adénites régionales casécuses et de quelques tubercules 
spléniques, exactement comme les cobayes vaccinés et éprouvés dans 


les mémes conditions, mais sans addition de bacilles morts aux bacilles 
virulents. 
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Mais les résultats obtenus sont différents quand |’infection 


X 


d’épreuve est effectuée a lintérieur méme de l’abcés sous- 
cutané provoqué par une injection de bacilles Ri faite quel- 
ques semaines auparavant. On espérait ainsi bénéficier de 
Vaction protectrice du tissu de granulation entourant l’abcés 
et bloquer d’une facon plus efficace la dispersion des bacilles 
virulents. 


Exprrience XVII. — On inocule & des cobayes, sous la peau du flane, 
5 milligrammes de bacilles R,. 

Dix jours plus tard, 5 de ces animaux sur 6, sont déja nettement 
allergiques ; au quatorziéme jour, les intradermo-tuberculinations 
donnent une belle papule avec un foyer de nécrose central ; dans la 
suite, l’intensité des réactions tuberculiniques s’accentue encore. 

L’inoculation de R, a provoqué la formation d’un abcés. A la fin de 
la sixiéme semaine, on inocule 4 l’intérieur de la collection purulente, 
0 milligr. 00001 de la souche bovine de Vallée, en suspension dans 
0 c. c. 1 d’eau physiologique. 

Jusqu’a la fin du deuxiéme mois, l’infection d’épreuve est restée 
limitée aux ganglions régionaux, puis elle s’est généralisée rapidement. 
Les animaux sont morts dans le courant du quairi¢éme mois, avec des 
lésions tuberculeuses trés étendues. 

Au contraire, chez les cobayes vaccinés de méme, mais éprouvés en 
région saine, l’extension des lésions aux viscéres n’a commencé a se 
produire qu’& la fin du quatriéme mois et les animaux ont survécu 
six a sept mois. 

Les cobayes témoins non vaccinés sont morts avec des lésions tuber- 
culeuses massives vers la fin du quatri¢me mois. 


Il semble donc que les bacilles virulents inoculés 4 V’inté- 
rieur de labcés produit par le bacille Ri, aient trouvé dans 
son contenu purulent un milieu extrémement favorable a 
leur pullulation ; leur nombre ayant ainsi considérablement 
augmenté dés les premiers jours, l’épreuve a été, en réalité, 
beaucoup plus sévére que ne l’indique la dose inoculée. 


9° INFLUENCE DE LA DESENSIBILISATION SPECIFIQUE 
SUR LA RESISTANCE DES COBAYES VACCINES PAR LE BACILLE R14. 


Dans nos essais de désensibilisation des cobayes vaccinés 
par le bacille Ri, nous avons adopté la méthode préconisée 
en 1908 par Et Burnet et qui consiste 4 injecter chaque jour, 
pendant dix jours, de petites quantités de tuberculine. Nous 
nous sommes généralement tenu a la dose quotidienne de 
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0c. c. 028 de tuberculine brute en solution dans 4 cent. cube 
d’eau physiologique en complétant ce traitement le douziéme 
jour par une injection sous-cutanée d'une dose massive, 
4 cent. cube, de la méme tuberculine. 

Le lendemain, les animaux sont éprouvés sur un des flancs 
par intradermo-tuberculination (0 c. c. 4 de tuberculine brute 
diluée au 4/10) pour juger de la désensibilisation, et de l'autre 
coté par injection intradermique de 0 milligr. 0@01 de bacil- 
les virulents. 

Selon nos constatations, confirmées par celles d’K. Carlin- 
fanti, la désensibilisation partielle ou totale ainsi obtenue, 
dure de sept a dix jours. Pour Ventretenir, il suffit donc 
d’injecter, chaque semaine, la méme dose anergisante, c’est- 
A-dire 4 cent. cube de tuberculine brute. 

Un tel traitement a malheureusement pour effet de troubler 
profondément la santé des animaux: les injections successi- 
ves de tuberculine se résorbent de plus en plus mal (ce qui, 
en dehors d’une réaction générale assez marguée dans les 
heures qui suivent linjection, témoigne que |’allergie n'est 
pas totalement éteinte) ; l’inflammation locale sous-cutanée 
qui en résulte entraine Ja formation d’une sorte de tissu cica- 
triciel dense, ot le liquide injecté pénétre difficilement ; par- 
fois la peau se sphacéle dans les mémes régions ; les animaux 
maigrissent et une forte proportion d’entre eux succombent 
avant le terme de leur infection. 

Quelques-uns seulement, parmi ceux que nous avions vac- 
cinés au moyen d’une injection sous-cutanée de 2 milligram- 
mes de hacilles R:, désensibilisés & partir du neuvidme jour 
comme il vient d’étre dit, et éprouvés le vingt-troisiime jour 
par inoculation intradermique de 0 milligr. 0001, de la souche 
bovine de Vallée, ont supporté 40 injections hebdomadaires 
de tuberculine brute. Is sont morts de quinze A soixante jours 
aprés la fin du traitement, c’est-a-dire de trois mois et demi 
i cing mois aprés l’épreuve. Les lésions tuberculeuses qu’ils 
présentaient étaient identiques en nombre et en étendue a 
celles des témoins vaccinés et éprouvés, mais non désensi- 
hilisés. 

Dans une autre expérience, des cobayes ont recu par voie 
sous-cufanée, 2 milligrammes de bacilles Ri, puis, du sep- 
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tiéme au dixiéme jour, 0c. c. 04 de tuberculine brute chaque 
jour ; 0 c. c. 05 du quatorziéme au vingtiéme jour ; 0c. c. 4 
les vingtiéme, vingt et uniéme et vingt-deuxidme jours ; 
0c. c. 25 les vingt-troisiéme, vingt-septiéme, vingt-neuviéme 
et trentidme jours. L’intradermo-tuberculination, effectuée le 
trentiéme jour a la dose de 0 c. c. 4 de tuberculine brute, 
diluée au 41/10, n’a donné qu’une légére infiltration diffuse 
de la peau. Le trente et uniéme jour, les 14 cobayes survi- 
vants, un nombre égal de cobayes vaccinés non désensibilisés 
et un nombre égal de cobayes neuls, sont infectés par inocu- 
lation intradermique de 0 milligr. 0004 de bacilles bovins 
trés virulents et les injections désensibilisantes sont reprises 
& raison de 0c. c. 25 de tuberculine brute les trente-deuxiéme, 
trente-septiéme, quarante et uniéme et soixante-septiéme 
jours. 

Le lendemain de l’épreuve, tous les cobayes vaccinés 
mais non désensibilisés présentent, au leu de | inoculation, 
une petite papule cedémateuse blanche, nette ; de la vingt- 
quatriéme 4 la quarante-huitiéme heure, cette papule régresse 
et fait place & un nodule. 

Chez les 14 cobayes vaceinés et désensibilisés, 3 seulement 
présentent, le lendemain de 1l’inoculation virulente, une 
petite élevure ; les autres n’ont aucune réaction locale ; dans 
la suite, & partir du cinquiéme jour, des petits tubercules 
apparaissent sur les autres cobayes. 

Au treiziéme jour, les cobayes vaccinés désensibilisés ont 
un tubercule non ulcéré, du volume d’une grosse téte d’épin- 
gle au maximum et les cobayes vaccinés non désensibilisés, 
un nodule du volume d’un grain de poivre a celui d’une len- 
tille, dont le centre est plus ou moins profondément ulcéré. 

Chez les cobayes non vaccinés témoins, le granulome 
cutané d’infection a apparu vers le neuviéme jour, puis il a 
erossi assez rapidement pour atteindre, le treiziéme jour, le 
volume d’une téte d’épingle et s’ulcérer. 

La désensibilisation ayant cessé le quarante-septiéme jour 
aprés la vaccination et le quinziéme jour aprés |’épreuve, 
l’allergie redevint normale. Dans les deux groupes de cobayes 
vaccinés (désensibilisés et non désensibilisés), infection 
évolua au ralenti, de facon identique : weération faiblement 
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extensive du chancre de surinfection, adénites caséeuses de 
yoisinage ; apparition des premiéres lésions spléniques vers 
la dixiéme semaine aprés l’épreuve, puis généralisation a 
partir du quatriéme mois. Les 6 derniers animaux des deux 
lots (sur 24 infectés) sont morts entre la vingtiéme et la 
vingt-troisitme semaine avec des lésions généralisées mas- 
sives. Leurs poumons étaient envahis presque en totalité par 
de gros nodules bordés d’une zone pneumonique. 

Les cobayes témoins non vaccinés sont morts entre la neu- 
vieme et la onziéme semaine avec les Iésions habituelles. 


* 
* * 


En aucun cas, dans toutes les expériences que nous venons 
de relater et de nombreuses autres, faites dans des conditions 
analogues, nous n’avons réussi 4 conférer au cobaye, au 
moyen du bacille atténué Ri, une résistance compléte aux 
infections d’épreuve, si faibles qu’aient été les doses de 
bacilles virulents inoculés et si fortes qu’aient été les doses 
de bacilles-vaccins, ce qui confirme une fois de plus la loi for- 
mulée par Bruno Lange, selon laquelle les processus tubercu- 
leux susceptibles de guérir coincident’ avec une résistance 
légére, alors que les processus graves et évolutils créent une 
immunité trés solide. 

Sans doute les effets protecteurs du bacille R: apparaissent- 
ils avec plus d’évidence lorsque les germes de surinfection 
sont tant soit peu atténués : les Iésions viscérales se dessi- 
nent tardivement ; elles restent peu nombreuses et offrent 
peu de tendance a s’accroftre et & essaimer. Elles sont néan- 
moins constantes, et il ne semble pas qu’on puisse escompter 
leur régression ou méme leur stabilisation. 

Quand on emploie des germes pleinement virulents pour 
l'épreuve, méme a trés faible dose, la résistance des cobayes 
vaccinés céde facilement : les Iésions tuberculeuses évoluent 
sans répit vers la généralisation comme chez les témoins, 
mais un peu plus lentement. 

Ce retard dans la marche de la. surinfection porte surtout 
sur la premiére phase de la maladie, au cours de laquelle 


les lésions viscérales prennent naissance et s’organisent ; a 


aie 


| 
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partir du moment ot elles commencent & se développer sur les 
organes, sur la rate en particulier —- qui est généralement la 
premiére atteinte —, l’évolution de la tuberculose se poursuit 
presque avec la méme vitesse que chez les témoins. 

‘Tl parait assez vraisemblable de supposer que ce retard dans 
le développement de la surinfection est lié 4 V’obstacle que la 
dispersion initiale des bacilles virulents rencontre dans les 
réactions inflammatoires amplifiées par l’état allergique créé 
par la vaccination ; ainsi la résistance prendrait sa source 
dans les modifications tissulaires, banales ou spécifiques, tra- 
duites par les réactions cutanées a la tuberculine ou aux corps 
microbiens. Sous cet aspect, l’immunité relative des cobayes 
préparés par le bacille Ri ne serait autre qu'une maniles- 
tation de l’hypersensibilité quw’ils ont acquise ; nous revien- 
drons tout 4 lheure sur ce point a propos de la résistance 
des cobayes vaccinés et désensibilisés, 


La voie de linoculation n’est pas indifférente dans la pro- 
duction de l’immunité ; l’inoculation intradermique (piqtres 
ou scarifications) et linoculation intraveineuse donnant 
incontestablement les meilleurs résultats. Pour l’épreuve, au 
contraire, toutes les voies conviennent ; mais l’inoculation 
intradermique offre ce grand intérét pour l’expérimentateur, 
qu’elle permet de suivre de jour en jour toutes les réactions 
locales que provoque l’inoculation virulente, depuis la réac- 
tion initiale précoce, du type tuberculinique et la formation 
accélérée du granulome qui lui succéde a bref délai, jusqu’au 
développement du chancre dont l’évolution donne la mesure 
de Vimmunité. 

Quand la résistance acquise est assez forte ou la surinfec- 
tion de faible intensité, tant par le nombre que par la viru- 
lence des bacilles, le granulome se nécrose rapidement a son 
centre et augmente de volume pendant quelques semaines 
jusqu’a atteindre les dimensions du granulome des témoins ; 
puis il régresse peu a peu et tend a se cicatriser ; parfois 
méme il se résorbe complétement sans laisser d’autre trace 

Annales de UInstitut Pasteur, t. 66, n° 1, 1941. 4 


50 ANNALES DE L’INSIITUT PASTEUR 


qu’un léger é6paississement de la peau (4). Si la dose de 
hacilles inoculés est relativement forte ou leur virulence tres 
grande, le granulome s’ulcére plus largement et fait place 
A un chancre qui persiste jusqu’A la mort de l’animal. 

L’accélération initiale du granulome de surinfection chez 
les cobayes vaccinés peut ¢tre attribuée a un drainage plus 
rapide et plus complet, vers le point de pigtre, des bacilles 
d’épreuve que l’inoculation avait dispersés dans une petite 
zone du derme avec les quelques gouttes du liquide ot ils se 
trouvaient en suspension. Faisant suite a la réaction précoce 
d’ordre tuberculinique que provoque l’inoculation intrader- 
mique, cette concentration des germes et, conséquemment, 
des produils qui en sont libérés, active l’irruption et la proli- 
fération, dans le voisinage, des éléments cellulaires qui parti- 
cipent a lédification du tubercule. Dans cet ordre de faits, 
R. Laporte a constaté que, dés les premiers jours de la surin- 
fection, la structure folliculaire est plus nette et les cellules 
géantes sont plus nombreuses qu’au niveau de la primo- 
infection. 

Il est logique de penser que cette modification réaction- 
nelle imprimée par le bacille R, est sous la dépendance 
de Vhypersensibilité qu’il engendre. Et cette hypothése serait 
immédiatement vérifiée si, A la suite d’un traitement tuber- 
culinique convenable, permettant d’obenir leur désensibi- 
lisation compléte, les cobayes vaccinés et éprouvés par 
voie dermique se comportaient alors comme des cobayes 
neufs, avec la méme période d’incubation pour l’apparition 
du granulome et la méme évolulion dans les mémes délais. 
Or, si la désensibilisation aussi poussée que possible a pour 
résultat d’empécher la réaction papuleuse initiale de nature 
tuberculinique qui débute quelques heures aprés la surin- 
fection et persiste deux ou trois jours, elle ne modifie que trés 
légérement Vincubation du granulome : celui-ci débute deux 
ou trois jours plus tard que chez les cobayes allergiques et 
toujours plus tot que chez les témoins non préparés (dixiéme 


(4) Cette guérison spontanée, apparente pour le moins, du chancre 
(inoculation, peut égatement se produire dans la primo-infection, chez 
les cobayes inoculés avec de trés faibles. doses de bacilles de virulence 
moyenne. 
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jour dans les mémes conditions d’épreuve). L’ objection sui- 
vant laquelle la désensibilisation n’a pas été conduite assez 
loin pour ralentir les réactions locales tuberculeuses est 
contredite par le fait ci-dessus signalé que lallergie des 
cobayes soumis a ce traitement est aflaiblie & un point tel 
que leur peau se montre a peu pres indifiérente 4 de fortes 
doses de tuberculine. 

Bien que la réaction papuleuse de surinfection soit tota- 
lement supprimée par le traitement tuberculinique anergi- 
sant, laccélération des réactions cellulaires édificatrices et 
leur renforcement, qui sont peu influencés par ce traitement, 
représentent encore, indubitablement, des manilestations 
allergiques. Pour expliquer leur persistance dans les condi- 
tions que nous venons d’exposer, il faut donc admettre que 
la désensibilisation porte principalement son action sur le 
fonctionnement des capillaires intéressés dans les réactions 
allergiques, en inhibant leur motricité et diminuant leur per- 
méabilité au contact de la tuberculine ou des corps micro- 
biens ; au contraire, les éléments cellulaires qui intervien- 
nent dans le drainage centripéte des bacilles d’épreuve et 
dans la formation du tubercule cutané, conserveraient 
intacte, malgré la désensibilisation, la suractivité physiolo- 
gique imprimée par la vaccination. 

Puisqu’il continue 4 se produire chez les animaux désensi- 
bilisés et qu’il semble revétir les caractéres d'une « réaction 
protectrice », le drainage précoce des bacilles de surinfection, 
d’ot. résulterait l’accélération du granulome, pourrait étre 
considéré comme un phénoméne d’immunité. Mais cette opi- 
nion est infirmée par nos expériences antérieures qui ont 
montré que des cobayes sensibilisés 4 la tuberculine par une 
injection de bacilles morts, sans que leur résistance aux surin- 
fections soit apparemment augmentée, réagissent également 
par un tubercule accéléré aux inoculations intradermiques de 
bacilles virulents. 

Ce qui tend, d’autre part, 4 prouver que les modifications 
immunitaires acquises n’interviennent pas dans le stade ini- 
tial du tubercule cutané d’épreuve, c’est ce fait que toute alté- 
ration profonde de Ja nutrition, déterminant un état cachec- 
tique assez prononcé, entrave la formation du granulome, sans 
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ralentir le développement des lésions ganglionnaires ou viscé- 
rales, comme elle fait disparaitre la réactivité de la peau a la 
tubereuline chez les sujets tuberculeux sans diminuer leur 
résistance aux surinfections. 


* 
* 


L’influence, sur l’évolution du granulome, de la résistance 
acquise au moment de la surinfection ne se manifeste guére 
avant plusieurs semaines. Par exemple, chez les cobayes vac- 
cinés par une inoculation sous-cutanée de 1 milligramme de 
R, et 6prouvés six ou sept semaines plus tard par inoculation 
intradermique d’une trés faible dose de bacilles virulents, le 
nodule de surinfection commence a se nécroser vers le quin-, 
ziéme jour, mais il grossit jusqu’au deuxiéme mois, pendant 
que le processus ulcéreux gagne toute sa surface. Dans la 
suite, il régresse et se cicatrise peu a peu ; sa guérison peut 
méme étre compléte alors que les lésions tuberculeuses des 
organes profonds, de méme origine, continuent de s’accroitre— 
et de se multiplier. Chez les cobayes témoins, le chancre per- 
siste le plus souvent jusqu’é la mort qui survient entre le 
quatriéme et le sixiéme mois. 

Il n’est pas indifférent, pour l'étude de Vimmunité anti- 
tuberculeuse, de noter ici que l’extensivité du chancre de 
primo-infection est toujours assez restreinte, elle est méme 
presque nulle dans les derniéres semaines de la maladie et, 
sauf s’il reléve d’inoculations massives, il est exceptionnel 
que le diamétre de Vulcére dépasse quelques millimétres. 
L’éventualité de sa guérison, dans la primo-infection, si rare 
quelle soit, témoigne mieux encore du changement cellulaire 
favorable qui se manifeste dans Je foyer initial, au cours des 
progrés de Vinfection tuberculeuse. 

Or, cet « effort curateur » de l’organisme est beaucoup plus 
important et beaucoup plus efficace chez les cobayes vaccinés 
et éprouvés qui, d’ailleurs, se montrent réfractaires a toute 
nouvelle surinfection exogéne et y répondent, comme chacun 
sait, par un phénoméne de Koch. Done les réactions d’immu- 
nité développées par le bacille R,, loin de se confondre avec 
les réactions de méme nature, mais plus intenses, mises en 


HYPERSENSIBILITE TUBERCULINIQUE ET IMMUNITE 53 


jeu ultérieurement par Vinfection virulente, s’y ajoutent ‘et 
lamplifient. Cet exemple d’addition immunitaire, continue et 
durable, incite & penser que la vaccination résulte moins de 
Pacquisition de propriétés nouvelles, humorales ou cellulaires, 
que d’un renforcement spécifiquement orienté de propriétés 
tissulaires ou cellulaires normales. D’ow les différences consi- 
dérables que l’on observe d’une espéce a l’autre, suivant sa 
réceptivité naturelle, dans les effets protecteurs des différentes 
méthodes de vaccination qui leur sont appliquées. 


*k 
* OK 


Le tableau change quand on emploie des doses tant soit peu 
élevées pour l’épreuve ou un bacille trés virulent. 

-Dés que la phase d’hypersensibilité est terminée (réac- 
tion papuleuse précoce, développement accéléré du nodule), 
Vévolution du granulome sé poursuit comme chez les témoins, 
c’est-a-dire que l’ulcération continue de s’élargir et de se 
creuser pendant plusieurs semaines ; elle reste ensuite station- 
naire mais n’offre aucune tendance a se Cicatriser. Cependant 
la marche de la tuberculose d’épreuve est encore nettement 
ralentié et ce ralentissement d’une infection trés virulente 
par la vaccination permet d’assister 4 l’apparition, au cours 


du. troisiéme mois — soit au début du deuxiéme tiers de la 
maladie —, dans le voisinage du chancre d’inoculation ou sur 


le trajet des lymphatiques efférents, de petits nodules intra- 
cutanés dont les plus superficiels s’ouvrent spontanément, se 
vident de leur contenu assez riche en bacilles virulents et se 
cicatrisent comme une plaie banale. La rapidité avec laquelle 
ces nodules secondaires évoluent vers Ja guérison compléte 
et définitive, contraste non seulement avec la ténacité de la 
Iésion cutanée initiale, mais encore avec le caractére pro- 
oressif et V’incurabilité des lésions viscérales qui coexistent 
chez le méme animal, c’est-a-dire de lésions créées a peu pres 
dans les mémes délais aprés linfection virulente, par des 
métastases bacillaires de méme provenance. Cette constata- 
tion montre clairement que, chez le cobaye, la peau béné- 
ficie au. maximum de l’immunité engendrée par |’infection 
bacillaire, alors que les organes profonds, ganglions lympha- 
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tiques compris, conservent une réceptivité plus ou moins 
grande et continuent de se laisser envahir graduellement par 
le processus tuberculeux : l’7mmunité méme complete du tégu- 
ment n’'implique donc pas que l organisme tout entier opposera 
en tous points la méme barriére aux surinfections endogenes. 
C’est d’ailleurs & une conclusion analogue sur l’aptitude diifé- 
rente des tissus & subir l’action pathogéne des bacilles 
d’épreuve que nous avaient conduit nos expériences ante- 
rieures sur les surinfections exogénes. 


* 
* * 


Si Vhypersensibilité et l’immunité paraissent suivre une 
marche paralléle, au moins pendant leur phase ascension- 
nelle, cela ne signifie nullement qu’elles sont étroitement liées 
Pune a lautre et que, en particulier, comme certains auteurs 
Vaffirment, limmunité soit une fonction de l’allergie, l’aller- 
gie s’entendant ici dans le sens d’hypersensibilité tubercu- 
linique. 

Chez le cobaye, Vintensité de Vallergie est en relation avec 
la dose de bacilles R: inoculés et, dans une certaine mesure, 
avec la voie de l’inoculation ; elle peut atteindre le méme 
niveau que l’hypersensibilité produite par les bacilles virulents 
et se maintenir trés élevée pendant piusieurs mois. Au con- 
traire, et il faut insister sur cette discordance, quelle que soit 
la dose inoculée et quelle que soit la vigueur de l’allergie, la 
résistance aux surinfections conférée par la souche R, reste 
partielle : méme dans les circonstances les plus favorables, 
elle n’atteint jamais la valeur de limmunité créée par Vino- 
culation de bacilles virulents. La perte de ses propriétés patho- 
génes influence donc beaucoup plus le pouvoir immunisant 
du bacille Ri que ses propriétés sensibilisantes. 

D’autre part, il serait difficile de trouver une relation de 
cause 4 effet entre le mécanisme vasculo-nerveux des réactions 
d’hypersensibilité et le mécanisme immunitaire de la destruc- 
tion des bacilles d’épreuve, par quoi se manifeste finalement: 
la résistance spécifique acquise. Que le premier acte de 
cette résistance, c’est-d-dire le retard A la dispersion des 
bacilles de surinfection, dépende de l’intensité des réactions 
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allergiques. c’est 14 une hypothése que les caractéres cytolo- 
giques des réactions locales rendent assez plausible. Mais cette 
dépendance parait extrémement lache, puisque le traitement 
qui supprime presque totalement chez l’animal vacciné et aller- 
gique, la faculté de réagir a la tuberculine, ne modifie en rien 
V’évolution de la tuberculose d’épreuve, méme quand cette 
désensibilisation est entretenue jusqu’au terme de la maladie. 
A. Saenz a d’ailleurs montré que chez Jes cobayes rendus 
hyperergiques au moyen de bacilles tuberculeux morts enrobés 
dans de l’huile de vaseline, puis désensibilisés par le traite- 
ment tuberculinique, le transit des germes virulents du lieu 
de l’inoculation a la rate, s’effectue avec le méme retard, par 
comparaison avec les témoins normaux, que chez les cobayes 
hyperergiques et non désensibilisés. K. E. Birkhaug avait fait 
des constatations semblables en étudiant la dispersion des 
bacilles virulents eugoniques dans l’organisme des cobayes 
infectés par des bacilles bovins dysgoniques et maintenus en 
état de désensibilisation. 

Par analogie avec ce qui se passe dans le tissu conjonctil 
sous-cutané, le derme et la cavité péritonéale, on est fondé a 
admettre que le blocage des germes de surinfection se produit 
également dans tous les foyers viscéraux qui se constituent 
lors des premiers essaimages bacillaires ; ainsi s’expliquerait 
la lenteur de la tuberculose chez les cobayes vaccinés par le 
bacille R, ; en outre, ce ralentissement semble propice a 
l’organisation d’un tissu cicatriciel peu perméable autour de 
ces foyers. Mais ce sont la, en vérité, deux aspects secondaires 
du probléme de l’immunité antituberculeuse, dont la solution 
exige avant tout de préciser la nature, la genése et le mode 
d’action des facteurs qui déterminent ce renversement de la 
réceptivité naturelle des tissus 4 l’infection bacillaire et prési- 
dent & l'investissement cellulaire et 4 la mort des bacilles 


d’épreuve. 
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METABOLISME ET EVOLUTION 
DES BACTERIES CELLULOLYTIQUES ANAEROBIES 
LIBRES ET PARASITES 


Par J. POCHON. 


(Institut Pasteur.) 


INTRODUCTION. 


La FONCTION CELLULOLYTIQUE. — Le pouvoir de dégrader la 
cellulose, puis, 4 partir des produits simples ainsi obtenus, le 
pouvoir de refaire la synthése de composés organiques com- 
plexes, sont trés diversement répartis dans le monde vivant. 
Les agents de cette dégradation, les cellulases, sont en effet 
Yapanage de groupes physiologiques disséminés au milieu de 
groupes zoologiques et botaniques trés divers et ne se super- 
posent en rien a la systématique. 

Dans le régne animal, les Métazoaires doués de cette fonction 
se rencontrent dans l’embranchement des Mollusques Lamelli- 
branches (Térédinés), Gastéropodes (Pterocera) et Pulmonés 
[Helax| (1). L’embranchement des Insectes vient au second rang 
avec quelques especes sécrétant des cellulases, chez les 
Orthoptéres (Acridiens) et Coléoptéres. Enfin, dans l’embran- 
chement des Crustacés (Décapodes et Isopodes), on trouve des 
diastases proches des cellulases, diastases hydrolysant les 
mannanes et manno-galactanes. I] n’a jamais été possible de 
mettre en évidence une cellulase chez les Mammiléres, dont 
certains ont, cependant, des composés cellulosiques 4 la base 
de leur alimentation ; ce sont, dans ce cas, les bactéries du 
tube digestif qui sont responsables de la digestion. 

Chez les Protozoaires, la méme distribution sporadique est 
également retrouvée ; les cellulases se trouvent surtout chez 
les espéces parasites vivant dans la panse des Ruminants 


(1) Il s’agit en réalité d’une diastase proche des cellulases, la 
« lichénase ». 
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(Ophryoscolécidés et Isotrichidés), le cecum du cheval (Cyclo- 
posthium) et le rectum des termites. 

Dans le régne végétal, ]’élaboration de cellulase est la pro- 
priété de certains champignons Ascomycetes, Basidiomycétes, 
Phycomycétes, Deutéromycétes. . 

Cette méme répartition irréguliére des “espéces celluloly- 
tiques se retrouve chez les Schizomycétes ; les uns sont 
anaérobies, les autres aérobies. Il y a lieu de fixer dés main- 
tenant une distinction et une définition capitales : un certain 
nombre de germes croissent et exercent leur fonction cellu- 
lolytique 4 la fois en aérobiose et en anaérobiose, et rentrent 
done dans le groupement physiologique des anaérobies facul- 
tatils ; & cette notion vague, il convient d’opposer la notion 
précise d’aérobiose et anaérobiose « fonctionnelles » par 
laquelle s’opposent trés nettement deux grands groupements 
de bactéries cellulolytiques : les aérobies fonctionnels sont 
ceux dont le métabolisme de fermentation dela cellulose donne 
de l’oxycellulose ; les anaérobies fonctionnels la dégradent 
au contraire jusqu’aux acides gras volatils et fixes, parfois 
de lalcool et des gaz. Cette opposition de métabolisme est 
capitale, car son omission ferait classer parmi les « facul- 
tatifs » des germes dont toute la biologie correspond a celle 
des anaérobies : tel germe fait fermenter la cellulose en 
aérobiose avec formation d’acides acétiqne et butyrique, c’est 
en réalité un anaérobie fonctionnel. Winogradski, traitant de 
la pureté des cultures, écrit « que toute trace d’acide dans le 
métabolisme de la fermentation doit faire soupconner l’ingé- 
rence des anaérobies ». C’est aux cellulolytiques anaérobies 
fonctionnels qu’est limité ce travail. 


ETAT ACTUEL DE LA QUESTION. — I] serait facile d’opposer le 
petit nombre des espéces anaérobies décrites A celui, bien 
plus considérable, des aérobies. En réalité, ceux-ci pourraient 
sans doute étre ramenés & un nombre d’espéces beaucoup 
plus restreint, avec des variétés plus ou moins nombreuses 
rattachées aux Cell-vibrio, Cell-falcicula, Spirocheta cyto- 
phaga, Cellulomonas et certains Clostridium ; le pouvoir fer- 
mentaire, plus ou moins stable, vis-A-vis de divers glucides, 
ne sulfit pas pour lidentification d’espéces qui ne. seraient 
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différentes qu’a ce point de vue et seraient semblables en tous 
autres points. 

La question des anaérobies est d’ailleurs encore pleine 
d’obscurité, au point que Coolhas a pu écrire, en 1928, que 
« Te probléme de la fermentation bactérienne de la cellulose 
est encore complétement irrésolu ». Les difficultés du pro- 
bléme se groupent sous un double chef. Tout d’abord, bacté- 
riologiquement parlant, il est & peu prés impossible d’affirmer 
‘la pureté des souches; Ilutilisation de la technique des 
colonies ou des germes isolés est presque toujours impossible 
et, dans Ies rares cas ot les auteurs ont pu lutiliser, les 
souches présentaient encore un polymorphisme trés net avec 
variations plus ou moins considérables, dans les repiquages 
ultérieurs, des formes et méme des propriétés biologiques ; 
pour Vinterprétation de ces faits, des hypothéses diverses ont 
été proposées : certains auteurs parlent de « contaminants » 
qu il serait impossible d’éliminer et qui seraient toujours 
associés, dans les cultures, aux bactéries cellulolytiques ; 
.@’autres pensent que la cellulolyse n’est possible que grace 
a la symbiose de germes divers ; d’autres, enfin, admettent 
l’existence d’un « cycle » chez les bactéries cellulolytiques, 
cycle, d’ailleurs encore non élucidé, qui expliquerait les 
variations morphologiques et biologiques des souches. 

Le second ordre de difficultés est plus ou moins lié au pré- 
cédent ; on concoit gu’il soit extrémement difficile de donner 
une description précise de souches instables, ou mixtes, ou 
contaminées (suivant l’interprétation adoptée) et, partant, 
d’identifier des espéces nouvelles. En 1934, R. Meyer écrivait 
que la grande variabilité des espéces interdisait toute classi- 
fication rigoureuse et que. tant que les conditions physiolo- 
giques de culture ne seraient pas rigoureusement définies, 
lindividualisation d’espéces nouvelles ne serait pas justifiée. 


LES BUTS DE CE TRAVAIL. -—— Nous avons essayé, non pas de 
résoudre ces difficultés, mais d’apporter une contribution a 
leur étude et, dans la mesure des résultats obtenus, de fournir 
un cadre & l’expérimentation ultérieure sur les bactéries cel- 
_tulolytiques anaérobies. 

Nous avons cherché, dans un premier chapitre, & opposer 
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les formes libres, trouvées dans le sol, les boues..., et 
les formes parasites trouvées dans le tube digestif des ani- 
maux. En d’autres termes, nous avons étudié les caractéres 
adaptatifs & la vie parasitaire. I] y a d’ailleurs lieu d’ opposer 
dés maintenant, & ce point de vue, les bactéries qui ne font 
que traverser le tube digestif et dont les caractéres adaptatils 
sont nuls (parasites occasionnels) et celles qui y proliférent 
réellement, et sy adaptent, en modifiant leurs caractéres ; 
ce sont les vrais parasites ; on conevit que tous les intermé- 
diaires entre ces deux types pourront étre trouvés. ; 

“Dans un deuxiéme chapitre, nous montrerons que 
l'ensemble des bactéries cellulolytiques anaérobies peut étre 
classé en deux grandes séries physiologiques opposables par 
leur métabolisme de fermentation : les acéto-butyriques et 
les formo-acétiques. 

Le troisiéme chapitre sera consacré a l'étude de l’évolution 
des souches qui, au laboratoire, repiquées en série linéaire 
et continue, pendant des périodes variant de un a quatre ans, 
s’est manifestée dans des limites plus ou moins étendues ; 
cette évolution a été double : nous avons, en effet, assisté 
i ‘a perte plus ou moins compléte des caractéres adaptatits 
®& la vie parasitaire, chez certaines souches parasites, d’une 
part, et, d’autre part, lévolution s’est parfois faite dans le 
sens de la perte du pouvoir cellulolytique lui-méme, vers un 
pouvoir glucidolytique étendu. 

Enfin, dans le quatrié‘me chapitre, nous proposerons une 
interprétation des faits observés relatifs & la pureté des 


souches, en fonction des phénoménes d’évolution  cités 
ci-dessus. 


PARASITISME ET VIE LIBRE 


CHEZ LYS BACTERIES CELLULOLYTIQUES ANAEROBIES. 


Les premers isolements de bactéries cellulolytiqnes anaé- 
robies ont été faits & partir du sol, des boues et des limons ; 
ces isolements ont pu étre réalisés assez facilement dans des 
milieux minéraux ot Vazote était fourni sous forme ammo- 
niacale ou nitrique ; dans ces mémes milieux, les bactéries, 


au cours des repiquages ultérieurs, conservaient leur pouvoir 
cellulolytique. ms 
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Il en a été tout autrement lorsqu’on a voulu isoler et 


cultiver des bactéries cellulolytiques du tube digestif de 


? * . . . 
VPhomme ou des animaux ; les premiers repiquages aboutis- 


saient bien & la cellulolyse, mais celle-ci devenait de plus en 
plus lente et faible, puis finissait par s’arréter 4 mesure que 
ia culture devenait plus pure. La cellulolyse ne pouvait étre 
maintenue qu’en utilisant des milieux trés _particuliers, 
contenant des extraits du contenu digestif de lhéte (.remiére 
culture obtenue par Y. Khouvine, 1923), ou bien en associant 
a la bactérie cellulolytique une ou plusieurs autres bactéries, 
Ja cellulolyse étant alors maintenue grace a cette symbiose. 
Nous ne reviendrons pas ici sur les discussions soulevées par 
ces faits : il est & peu prés admis actuellement que les formes 
parasites ont besoin, pour leur croissance, d’une source 
azotée & un degré de dégradation parfaitement défini pour 
chaque espéce ; cette source azotée peut ¢tre fournie par un 
extrait du contenu du tube digestif de ’héte habituel, auquel 
Ja bactérie s’est adaptée, ou bien par un composé azoté 
(peptone par exemple) moins dégradé, que les _ bactéries 
associées aménent au degré voulu ; il ne s’agit donc pas 
d'une cellulolyse par symbiose bactérienne, au sens strict du 
mot, mais bien par la seule bactérie cellulolytique, les bac- 
téries associées ne servant qu’a permettre la nutrition et la 
prolifération des cellulolytiques. Il est vraisemblable, d’ail- 
leurs, que les extraits de contenu digestif apportent égale- 
ment des facteurs adjuvants de croissance encore mal définis. 

Nous avons déja signalé ailleurs les caractéres que nous 
considérons comme « parasitaires » ; aprés la description des 
souches libres et parasites nous reviendrons sur les données 
fondamentales de cette distinction. 


A. Les FORMES PARASITES. — Le seul germe a caractéres 
parasitaires, obtenu en culture pure, a été isolé des matiéres 
fécales humaines, puis du tube digestif de divers animaux et 
du fumier, par Y. Khouvine, en 1923 ; au point de vue mor- 
phologique, c’est un batonnet a spore terminale ovalaire, ne 
se colorant pas par la méthode de Gram : B. cellulosae 
dissolvens (les caractéres cités ci-dessus doivent en réalité le 
faire ranger parmi les Plectridiales termino-sporacées, genre 
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Caduceus, A.-R. Prévot, 1938). Du point de vue particulier 
de ses caractéres adaptatifs 4 la vie parasitaire, il faut 
signaler qu'il ne peut étre cultivé qu’en présence d’extrait 
fécal humain ; dans ces conditions, c’est un anaérobie strict 
qui ne fait fermenter que la cellulose, avec formation d'un 
pigment jaune; il est impossible de le cultiver dans les 
milieux banaux, quelles que soient les sources azotées et car- 
bonées, en l’absence d’extrait fécal et de cellulose. 

Nous avons isolé en culture pure 6 souches parasites. Au 


x 


point de vue morphologique, ce sont des batonnets 4 spore 
terminale, se colorant par la méthode de Gram (Plectridiales, 
Plectridiaceae, genre Plectridium, A.-R. Prévot). Nous ne 
retiendrons ici que leurs caractéres parasitaires. 


« C.A.P. », isolé des féces de cobaye, n’est cellulolytique qu’en pré- 
sence d’extrait fécal ; il ne fait fermenter que la cellulose, avec formation 
d'un pigment jaune ; il se distingue de Cad. cellulosae dissolvens par le 
fait qu’il peut étre cultivé en eau peptonée (P. Defresne a 2 p. 100) de 
facon transitoire ; la culture est maigre et s’arréte aprés deux ou trois 
repiquages. « A», isolé de matiéres fécales humaines, se distingue de 
la souche précédente par la formation trés réduite de pigment ; celui-ci 
est jaune pale et fugace. 

Les souches « C.k.P. », « C.N.P. », isolées des matiéres fécales de 
cebaye et « S. », « H », isolées de matiéres fécales humaines, de méme 
que Pl. cellulolyticum, isolé de la panse de divers Ruminants, ne 
forment pas de pigment et ne sont cellulolytiques qu’en présence 
d’extrait, mais peuvent étre cultivées indéfiniment, sans cellulolyse, 
dans l’eau peptonée. 


B. Les FORMES LIBRES. Les formes décrites par les 
auteurs peuvent étre ramenées a quatre, dont la description 
est suffisante pour les élever au rang d’espéce : Cad. cellu- 
losae hydrogenicus, Cad. cellulosae methanicus (Omelianski) 
iréserve faite des discussions soulevées par ces deux souches 
au sujet de leur pureté, de leur pouvoir cellulolytique et de 
leur autonomie], Cad. cellulo-solvens (Cowles et Rettger), 
Terminosporus thermocellus (Fred, Viljoen et Peterson) qui 
sont toutes des Plectridiales ne se colorant pas par la méthode 
de Gram ; il faudrait cependant y ajouter deux Piectri- 
diaceae, innominées, décrites par V. Meyer (1935) et par 
Snieszko (1983). 

Ces espéces sont toutes caractérisées, du point de vue qui 
nous occupe, par le fait qu’elles font fermenter la cellulose 
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en utilisant une source azotée simple, ammoniacale ou 
nitrique et n’ont pas besoin des extraits complexes néces- 
saires aux formes parasites ; elles ne forment pas de pig- 
ment ; elles peuvent étre cultivées en eau peptonée, sans 
cellulolyse bien entendu. 

Nous avons isolé des écumes de sucrerie, avec A.-R. Prévot, 
une espéce nouvelle, Pl. spumarum. Comme les espéces pré- 
cédentes, elle est cellulolytique sans extrait complexe, ne 
donne pas de pigment et est cultivable en eau peptonée. 

Il est donc possible d’opposer maintenant les formes libres 
et parasites, grace A un certain nombre de caractéres. Le plus 
important est sans contredit la nécessité ou non d’un extrait 
de contenu de tube digestif, agissant comme source d’azote 
et comme facteur de croissance. Ce caractére traduit au plus 
haut point l’adaptation d’un germe au contenu intestinal de 
Vhote. Cette adaptation peut étre poussée trés loin : c’est ainsi 
qu'une souche de Pl. cellulolyticum, que nous avons isolée de 
Ja panse de chevreuil, n’était cellulolytique que dans un milieu 
a Vextrait de panse de chevreuil et non a l’extrait de panse 
de boeuf ; de fait, la nourriture des ruminants sauvages influe 
sur les propriétés du contenu de leur panse : celui-ci est a 
pH = 6,5, alors que celui de la panse de boeuf est 4 pH = 7,5 
ou 8. Le deuxiéme caractére, en réalité partiellement lié au 
précédent, est le fait de pouvoir étre cultivé ou non en eau 
peptonée : la fonction cellulolytique mise a part, les germes 
trés adaptés au milieu intestinal sont méme incapables d’étre 
cultivés sans extrait. Enfin, la formation d’un pigment est en 
général l’apanage des formes parasites. 

Il y a lieu, avant de terminer ce chapitre, de faire quelques 
remarques : tout d’abord, on peut trouver, dans le tube digestif, 
des cellulolytiques qui présentent les caractéres des formes 
libres ; ils sont toujours peu nombreux et correspondent aux 
parasites occasionnels que nous avons déja cités : ce sont des 
germes cellulolytiques du sol qui ne font que traverser le tube 
digestif. Inversement, dans les sols cultivés et les fumiers on 
peut trouver des germes a type parasite, amenés par les déjec- 
tions d’animaux. Ce n’est donc pas le lieu occasionnel de pré- 
lévement qui permet de distinguer les deux types. En second 
lieu, il faut signaler l’existence de types intermédiaires, qui 
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ont été trouvés dans le tube digestif de larves xylophages 
d’insectes (Potosia cuprea, par Verner ; Rhagiwm sycophanta 
et Tipula oleracea, par nous-méme) ; le milieu digestif de ces 
larves est fort peu différencié ; les caractéres adaptatils sont 
donc faibles, aussi les bactéries isolées peuvent présenter des 
caractéres de l’un et l'autre type. C’est ainsi que T. cellulosam 
jermentans de Verner forme un pigment brun noir, mais peul 
étre cultivé sans extrait. Inversement, les souches que nous 
avons isolées des larves citées plus haut ne forment pas de 
pigment, mais ne peuvent étre cultivées, au début de leur iso- 
lement tout au moins, qu’en présence d’extrait fécal. 


LES GROUPEMENTS PHYSIOLOGIQUES. 


Les bactéries cellulolytiques, décrites jusqu’a ce jour, le sont 
rarement de facon compléte : ou bien il s’agit de travaux de 
bactériologistes qui négligent fréquemment d’étudier le méta- 
bolisme biochimique des germes, ou bien de travaux d’intérét 
industriel dans lesquels la notion de pureté des souches uti- 
lisées n’est qu’accessoire. Cependant, de la description d’un 
petit nombre de souches suffisamment étudiées, i] ressort que 
les acides gras volatils représentent, en carbone, la plus grande 
partie du carbone de la cellulose détruite ; il se forme éga- 
tement, en quantité beaucoup moins grande et surtout trés 
variable, de Valcool éthylique, parfois des acides fixes, tou- 
jours des gaz, trés variables également : H, CO,, CH,, H. 

Naturellement, le métabolisme d’une souche n'est relati- 
vement fixe que dans des conditions de culture bien définies ; 
la proportion d’alcool formée, en particulier, est fonction du 
degré d’aération de la culture et de sa température ; les pro- 
portions des divers acides volatils peuvent étre trés différentes 
si l’on modifie le pH de la culture. Nous avons étudié spécia- 
lement ce qui paraissait le plus constant dans le métabolisme 
d’une espéce donnée, A savoir la nature des acides gras 
volatils. Il nous est apparu que, pour chaque espéce, la pro- 
portion des divers acides pouvait varier, mais que leur nature 
était fixe. C’est ainsi que ensemble des souches précédem- 
ment décrites, aussi bien que celles isolées par nous, peuvent 
étre rangées, & ce point de vue, en deux grandes séries 
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celles dont le métabolisme de fermentation donne des acides 
acétique et butyrique et celles qui donnent les acides acétique 
ei formigue. L’intérét de la question ne réside d’ailleurs pas 
seulement dans cette opposition qui, quoique réelle, pourrait 
n’étre qu’un caractére secondaire, mais surtout dans le fait 
que les souches des deux séries présentent par ailleurs des 
caractéres biologiques et évolutifs assez différents. Les diffé- 
rences de métabolisme biochimique, et plus particuliérement 
Ja nature des acides volatils formés, deviennent ainsi un test 


trés simple de classification et de distinction de deux grands 
groupements physiologiques. 


A. SERIE ACETO-BUTYRIQUE. — Le plus grand nombre des 
espéces décrites peuvent étre rangées dans cette série. Elles 
“ppartiennent toutes au sous-ordre des Plectridiales : Cad. 
cellulosae hydrogenicus et methanicus, Cad. cellulosolvens, 
I’. thermocellus, T. cellulosam fermentans ; il faut y ajouter 
des germes innominés, décrits par Sarles, Fred et Peterson, 
par Lymn et Langwell, par Snieszko, par Tetrault et Weiss. 

De cette premiére énumération, il est facile de constater 
que la série contient a la fois des germes parasites et des 
germes libres ; des thermophiles et des germes cultivables 
entre 24° et 38°. Nous avons isolé, dans cette série, parmi les 
formes libres, Pl. spwmarum et, parmi les formes parasites, 
quatre germes des matiéres fécales humaines, trois germes de 
celles de cobaye et deux germes de larves xylophages 
d’insectes. 

La proportion des acides formés est trés variable suivant 
les souches, allant de l’acide acétique presque pur (1 mol. 
d’acide butyrique pour 10 d’acide acétique) & un mélange 
de 1 mol. d’acide butyrique pour 4 d’acide acétique. 

Les caractéres biologiques, associés aux caractéres du 
métabolisme biochimique qui définissent cette série, sont au 
nombre de deux : d’une part, ce sont des anaérobies stricts ; 
jamais la cellulolyse ne peut étre réalisée en aérobiose ; 
d’autre part, ce sont des cellulophages obligatoires ; jamais 
ils ne font fermenter d’autres glucides que la cellulose, excep- 
tion faite pour T. thermocellus dont la pureté a justement été 
mise en doute. | 
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B. Série ForMo-ackTIQUE. — Le nombre de germes décrits 
dans cette série est trds restreint. Nous avons isolé en 41933, 
de la panse des Ruminants, Pl. cellulolyticum. En 1935, 
V. Meyer isolait un germe a peu prés identique. Pringsheim 
et Werckman et Stritar signalent, dans leurs bilans de fer- 
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mentation, des mélanges formo-acétiques, sans donner 
d’autres précisions sur les souches étudiées. 

Les caractéres associés des deux souches nettement indi- 
vidualisées jusqu’é ce jour, sont parfaitement concordants et 
peuvent étre opposés & ceux de la série acéto-butyrique : ce 
sont des anaérobies facultatifs qui peuvent, dans certaines 
conditions, étre cellulolytiques en présence d’oxygéne libre 
et ils font fermenter un certain nombre de glucides autres que 
la cellulose ; nous avons étudié des hexoses, glucose, lévulose, 
galactose ; des pentoses, xylose et arabinose ; un hexobiose, 
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saccharose ; deux alcools, mannitol et glycérol ; seul ce der- 
mer n’est pas fermenté. 


Voici, a titre d’exemple (p. 66), les courbes de distillation, 
suivant la méthode de Duclaux, pour un germe de chaque série. 

Pour résumer ce chapitre, on peut noter que ces groupe- 
ments physiologiques ne se superposent ni & la taxonomie 
ni a un genre de vie (parasitisme ou Vie libre), mais 
coincident au contraire avec le potentiel d’oxydo-réduction 
des germes et avec leur pouvoir fermentaire ; il s’agit de 
sroupements métaboliques. 


Les PHENOMENES D EVOLUTION 
CHEZ LES BACTERIES CELLULOLYTIQUES ANAEROBIES. 


Une des principales difficultés rencontrées dans I’étude des 
bactéries cellulolytiques est en rapport avec l’impossibilité 
fréquente de donner une description précise de souches qui 
paraissent instables tant du point de vue de leur morphologie 
que de leurs caractéres biologiques ; presque tous les auteurs 
sont d’accord sur ce point. 

Toutes les souches que nous avons étudiées ont été suivies 
au laboratoire pendant des périodes variant de un a quatre 
ans. Pendant ce temps, les souches ont été repiquées conti- 
nuellement, en série linéaire et continue ; nous étions ainsi 
dans les meilleures conditions pour provoquer et suivre les 
phénomenes d’évolution. 

Celle-ci est d’ailleurs complexe : d’une part, nous avons 
suivi des souches parasites et nous avons pu constater la 
perte plus ou moins progressive des caractéres adaptatils a la 
vie parasitaire ; d’autre part, nous avons pu constater, aussi 
bien chez les souches parasites que chez les souches libres, la 
perte progressive ou brusque du pouvoir cellulolytique. En 
réalité, les deux phénoménes sont souvent connexes et ce 
nest que pour la clarté de l’exposition que nous les décrirons 
séparément. 

Il faut, dés maintenant, signaler que nous n’attribuons pas 
au mot « évolution » le sens précis quil a en biologie pour les 
étres eucaryotes et sexués, non plus qu’au terme de « muta- 
tion » ; dans l’un et l’autre cas, il ne s’agira que de varia- 
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tions progressives ou brusques des caractéres biologiques des 
germes étudiés. Ces variations peuvent se faire dans le sens 
d’une « perte de fonction » ou dans celui d’une « récupération 
de fonction », ceci pour éliminer d’emblée toutes les discus- 
sions relatives au support morphologique des caractéres héré- 
ditaires impliquant l’impossibilité d'une « acquisition de 
fonction nouvelle ». 


A. PERTE DES CARACTERES ADAPTATIFS A LA VIE PARASITAIRE. 
— C’est le passage du parasitisme a la vie libre. Nous avons 
déja signalé les caractéres adaptatifs & la vie parasitaire, que 
les souches isolées dans la nature présentent a des degrés 
divers ; rappelons qu’il s'agit essentiellement : a) de la néces- 
sité d’un extrait ou facteur de croissance pour que la cellu- 
lolyse se produise ; b) de la nécessité de ce méme extrait pour 
la prolifération méme des germes (sans cellulolyse) ; c) du 
pouvoir chromogéne. 

Il ne s’agira ici que des phénoménes d’évolution observés 
m vitro au cours des passages. Ges phénoménes sont diffé- 
rents dans la série acéto-butyrique et formo-acétique. 

I. Série acéto-butyrique. — Le premier terme de cette 
évolution peut étre la perte de la spécificité rigoureuse du 
facteur de croissance : un germe isolé de la panse de chevreuil 
qui, primitivement, ne peut étre cultivé qu’en présence de 
l’extrait de cette méme panse, peut secondairement étre 
cultivé dans de ]’extrait de panse de beeuf. 

Le deuxiéme terme est la perte méme de la nécessité d’un 
extrait. Cette évolution peut se faire plus ou moins rapide- 
ment, entre le septiéme ou quinziéme repiquage. Il est d’ail- 
leurs inconstant et se voit surtout chez les souches qui pré- 
sentent les caractéres adaptatifs les moins accentués au 
départ. Chez les souches les moins adaptées (isolées du tube 
digestif des larves xylophages), elle est trés rapide. Nous 
avons essayé, sur des souches trés adaptées, chez lesquelles 
elle ne se produisait pas spontanément, de la provoquer par 
« entrainement » des germes 4 pousser dans des milieux de 
plus en plus pauvres en extrait ; ces essais ont été le plus 
souvent infructueux : le délai de cellulolyse s’allongeait 
considérablement (un mois) en méme temps que le pigment 
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devenait de plus en plus pale ; finalement, au-dessous d’un 
certain taux en extrait, la cellulolyse ne se produisait plus. 

Il est & remarquer que, pour toutes les souches (fait déja 
signalé par Y. Khouvine), les premiers ensemencements, 
alors que la culture est encore mixte, peuvent étre faits sans 
extrait, les germes associés se chargeant d’amener les peptones 
au degré de dégradation voulu ; la nécessité apparait alors 
que la culture se purifie. On peut noter parallélement que le 
pigment n’apparait parfois qu’au quatriéme ou cinquiéme 
repiquage, quand la souche se purifie. 

Il. Série formo-acétique. — L’évolution vers la perte des 
caractéres adaptatils est assez différente et va trés rapidement 
beaucoup plus loin. Aprés un petit nombre de repiquages, les 
extraits peuvent étre supprimés et la cellulolyse se maintient, 
comme pour la série acéto-butyrique, dans un milieu conte- 
nant des peptones (a 1/4.000) ; puis l’azote aminé peut étre 
supprimé et remplacé par de |’azote ammoniacal ; nos essais 
ont été infructueux quand nous avons essayé d’utiliser un 
milieu contenant seulement de l’azote nitrique. 


B. PERTE DE LA FONCTION CELLULOLYTIQUE. — II s’agit la 
d’une question complexe, car elle est liée a l’idée que l’on se 
fait de la pureté des souches : il est d’observation courante, et 
le fait a été signalé par presque tous les auteurs, que les 
eermes cellulolytiques, passés par les milieux banaux sans 
cellulose (quand la culture est possible), perdent leur pouvoir 
cellulolytique et que, repiqués ultérieurement dans un milieu 
A cellulose, ils laissent celle-ci inattaquée ; on concoit que le 
fait puisse étre interprété de la facon suivante : ce qui a 
poussé sur les milieux banaux était un contaminant. Cette 
question sera traitée dans le chapitre suivant ; nous rappor- 
{erons seulement ici nos observations sur un certain nombre 
de souches suivies trés longuement au laboratoire. 

I. Série acéto-butyrique. — Les souches typiques corres- 
pondent & la description suivante : la cellulolyse ne se produit 
qu’en anaérobiose ; elle détermine un rif trés bas (inférieur 
4 3,5) allant jusqu’a la réduction du rouge neutre ; repiquée 
sur milieux banaux (gélose Veillon profonde), la culture a 
Vaspect de l'anaérobiose stricte et s’accompagne de la réduc- 
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tion du rouge neutre ; en milieu liquide (tubes désaérés et 
scellés sous vide), les glucides ne sont pas fermentés ; la 
gélatine est liquéfiée ; il y a formation d’indol (2). 

Les souches atypiques répondent au contraire au schéma 
suivant : la cellulolyse ne se produit qu’en anaérobiose avec 
réduction du rouge neutre ; les ensemencements sur milieux 
banaux permettent d’isoler deux types de germes : l'un cor- 
respond & la description ci-dessus, l'autre & la description 
suivante : anaérobiose facultative, pas de réduction du rouge 
neutre, gélatine insconstamment liquéfiée, pas de formation 
d’indol, fermentation rapide d’un grand nombre de glucides. 

Nous pensons avoir démontré que ce deuxiéme type de 
sermes dérive du premier par filiation, avec perte du pouvoir 
cellulolytique. L’exposé sera simplifié en donnant le détail 
de ]’étude d’une souche 


La souche « A » a été isolée de matiéres fécales humaines. Le premier 
ensemencement a été fait sur milieu a l’extrait fécal de Khouvine. Le 
pigment jaune apparait au cinquiéme repiquage, deux mois aprés. A 
ce moment la culture présente, sur lame, un aspect de pureté. La cellu- 
lolyse s’accompagne de réduction du rouge neutre. Les subcultures sur 
milieux banaux donnent deux types de germes correspondant aux 
schémas suivants : 


Schéma I. Schéma II. 
Anaérobiose stricte, réduction du | Anaérobiose facultative, rouge 
rouge neutre, formation din- neutre non réduit, pas de forma- 
dol, glucides non fermentés. tion d'indol, glucides fermentés. 


Aprés dix repiquages (deux ans), la cellulolyse se produit toujours 
dans les mémes conditions, mais les cultures sur milieux banaux ne 
donnent plus que des germes du schéma I. Les caractéres sont donc 
devenus ceux d’une souche typique de la série acéto-butyrique. Les 
repiquages en série linéaire sont continués. Six mois aprés, on assiste 
& une modification progressive de la souche. Les cultures sur milieux 
banaux donnent deux types de germes : des germes du schéma I et 
des germes correspondant a la description suivante : 


Schéma ITI. 


Microaérophilie (3), réduction lente et incompléte du rouge neutre, 
formation d’indol, fermentation lente de quelques glucides. 


(2) L’indol est recherché dans une culture Agée de dix jours, en eau 
peptonée a 4 p. 100 (peptone Chapoteaut). 

(3) Les colonies, en gélose profonde, remontent trés prés de la sur- 
face ; la culture est possible en milieu liquide, sans désaérer ni sceller, 


a condition que la hauteur du liquide soit suffisante ; pas de culture sur 
gélose inclinée. 
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Les repiquages en série linéaire sont encore continués et finalement 
on retrouve sur les milieux banaux des germes du schéma II. 


On peut constater que le schéma III constitue un stade 
intermédiaire entre les schémas I et II et que la filiation a été 
suivie directement : l’évolution consiste en une diminution 
progressive du pouvoir réducteur (élévation du rH) et du 
pouvoir indologéne, coincidant avec un pouvoir glucidolytique 
croissant. Compte tenu de ces considérations, l'histoire de la 
souche « A » peut étre résumée ainsi : souche cellulolytique 
anaérobie constituée primitivement par un mélange de 
germes cellulolytiques anaérobies et de germes  glucido- 
lytiques anaérobies facultatifs ; ces derniers  s’éliminent 
ensuite spontanément, puis réapparaissent des germes qui 
reprennent progressivement des caractéres d’anaérobiose facul- 
tative et de glucidolyse étendue. Nous pensons qu’il s’agit 
d’une variation de la souche avec apparition de mutants ayant 
perdu leur pouvoir cellulolytique. 

La méme évolution a été notée pour la souche « S », éga- 
lement isolée de matiéres fécales humaines. Cependant, les 
faits observés au cours de l’histoire de la plupart des souches 
sont loin d’étre toujours aussi démonstratifs. L’évolution est 
incompléte et le cycle ne se ferme pas ; on concoit que leur 
interprétation serait ardue, sinon impossible, si les fragments 
de cycles observés ne pouvaient étre insérés comparativement 
dans un cycle complet déja connu. 

Voici quelques-uns de ces cycles évolutifs fragmentaires : 


« C.AK ». Souche suivie trois ans. Apparition de pigment au troisiéme 
repiquage. Au stade de pureté, la souche est constituée par un mélange 
de cellulolytiques anaérobies stricts, indologénes, réduisant le rouge 
neutre, non glucidolytiques (schéma I) et de germes anaérobies facul- 
tatifs, non indologénes, ne réduisant pas le rouge neutre, glucido- 
lytiques (schéma II). Ceux-ci s’éliminent. Secondairement réapparaissent 
des germes microaérophiles, réduisant faiblement le rouge neutre, indo- 
logénes, faisant fermenter lentement quelques glucides (schéma III). Le 
cycle n’a pas été complet, car le schéma II n’est pas réapparu jusqu’a 


ce jour. 


Méme évolution pour les souches PI. spumarum et 2 souches 
isolées de larves xylophages d’insectes. 


« G.AP ». Souche suivie pendant trois ans, isolée de féces de cobaye. 
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Constituée pendant deux ans de germes du schéma I et II ; puis les 
germes du schéma II s’éliminent. Pendant un an, jusqu’d ce jour, la 
souche reste stable, constituée uniquement de germes du schéma I. 


Avant de terminer l’étude de ces phénoménes évolutifs chez 
les acéto-butyriques, il faut remarquer que certaines souches, 
telle Cad. cellulosae dissoluens, qui ne peuvent pas étre 
cultivées sur les milieux banaux, sans extrait fécal et sans. 
cellulose, apparaissent douées d’une fixité remarquable ; nous. 
avions déja signalé limpossibilité & laquelle nous nous étions 
heurtés de lui faire perdre ses caractéres adaptatils 4 la vie 
parasitaire. En réalité, cette fixité est plus apparente que réelle 
et Khouvine signale que ce germe, aprés un trés grand nombre 
de repiquages sur milieu 4 |’extrait fécal, a pu étre transporté 
sur milieux usuels additionnés de cellulose et y produire une 
cellulolyse de plus en plus lente lors des subcultures, avec 
disparition progressive du pigment jaune. I s’agit donc d’une 
différence quantitative plus que d’une opposition fondamentale 
avec les faits que nous avons observés et rapportés ici. 

Il. Série formo-acélique. — Les phénoménes évolutifs sont 
complétement différents. Les deux souches actuellement con- 
nues de cette série ont des caractéres remarquablement concor- 
dants au point de vue qui nous occupe : dans Jes deux cas, les 
souches se montrent constituées, lors des repiquages sur milieux 
usuels, uniquement par des germes du schéma II. Tous nos 
essais de dissociation, pour retrouver des germes du schéma I, 
ont été infructueux et force nous est de considérer les souches: 
de cette série, méme sous leur forme typique, comme douées 
d'un pouvoir glucidolytique étendu. En réalité, il est probable 
qu'il s’agit d’une transformation immédiate, dés le premier 
repiquage sur milieux usuels, des germes cellulolytiques en 
germes glucidolytiques a faible potentiel d’oxydo-réduction et 
4 pouvoir indologéne nul. 

Le point de vue de l’évolution des souches, donc, comme: 
bien d’autres, va & l’appui de nos conclusions qui tendent a 


opposer de facon fondamentale les séries Bce io: butyrique et. 


formo-acétique. 
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EssaIs DINTERPRETATION DES FAITS RELATIFS 
A LA PURETE DES SOUCHES. 


Trois exemples montreront comment se pose le probléme : 

Werner isole de Vintestin de Potosia cuprea un cellulo- 
iytique anaérobie (d’ailleurs non étudié au point de vue de son 
métabolisme) ; il est « Gram-négatif », A spore terminale ova- 
laire et cils péritriches ; il peut étre cultivé sur cellulose-agar 
et ne fait fermenter aucun glucide autre que la cellulose. 
Cependant Werner trouve simultanément un germe identique 
au point de vue morphologique, anaérobie facultatif, faisant 
fermenter les glucides, ne réduisant pas le rouge neutre et ne 
liquéfiant pas la gélatine. Il ne discute pas les rapports entre 
les deux germes et signale ce second comme un germe associé. 

Snieszko isole un thermophile, anaérobie strict ; mais 
il remarque dans les cultures la présence de germes légérement 
différents au point de vue morphologique (dimensions des 
spores et des batonnets). Il pense reconnaitre trois types de 
germes dans cette culture mixte ; parmi ces trois types, il 
parvient & en isoler deux sur les milieux usuels. Le type A 
est un anaérobie facultatif, fermentant les glucides, non indo- 
logéne ; le type B est d’abord anaérobie, puis anaérobie facul- 
tatif, il fait fermenter les glucides. Aucun de ces deux types, 
isolé par cette technique, n’est cellulolytique ; seule la culture 
mixte, 4 trois types, est cellulolytique. Snieszko prend partie 
et dit que le troisitme type, qui n’a pu étre isolé en culture 
pure, est le vrai cellulolytique et que les deux types A et B 
sont des contaminants. 

Meyer isole un cellulolytique que nous avons classé dans la 
série formo-acétique. Avec ce germe, il isole un Plectridium, 
anaérobie facultatif, non cellulolytique, identique au cellulo- 
lytique. Il n’établit pas de rapport entre les deux germes. 

Il est ainsi de régle presque constante de trouver dans les 
cultures de cellulolytiques, dites pures, des germes de mor- 
phologie presque identique, se différenciant seulement des 
cellulolytiques par leur anaérobiose facultative, leur pouvoir 
elucidolytique étendu et leur faible potentiel de réduction. La 
plupart des auteurs. constatent cette juxtaposition sans y 
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attacher d’importance, d’autres parlent de contaminants qu il 
est impossible d’éliminer. 

Les faits que nous avons décrits au chapitre précédent, nous 
aménent A proposer une autre hypothése : les germes 
anaérobies facultatifs morphologiquement identiques aux cel- 
julolytiques anaérobies, seraient des mutants ayant perdu leur 
pouvoir cellulolytique. Nous exposerons d’abord les arguments 
qui plaident en faveur de cette hypothése, puis ceux qui 
pourraient étre invoqués contre. 

Les arguments « pour » peuvent étre ramenés Qa trois : il 
est d’abord frappant que Jes « contaminants », décrits par 
tous les auteurs, présentent les mémes caractéres, et cela pour 
des souches isolées de milieux trés différents ; il faudrait a 
tout le moins admettre entre les bacilles cellulolytiques et 
leurs contaminants un rapport étroit ; de plus, la morphologie 
de ces contaminants est justement identique a celle des cellu- 
lolytiques. Le deuxiéme argument parait plus démonstratif 
les faits rapportés par les auteurs sont identiques a ceux que 
nous avons constatés pour les souches C.AK et C.AP et, sans 
la connaissance de l’évolution de la souche A et de la souche §, 
rous aurions également conclu a la présence de contaminants ; 
mais le cycle évolutif complet de celles-ci nous a permis 
d’interpréter les cycles fragmentaires des premiéres : nous 
avons vu les cellulolytiques se transformer progressivement 
en germes a type de contaminants. Enfin, troisiéme argument : 
il y a un parallélisme trés net entre le pouvoir cellulolytique 
et celui de réduire le rouge neutre ; or, nous avons vu baisser 
ce pouvoir réducteur, jusqu’d disparaitre, en méme temps 
qu’apparaissait le pouvoir glucidolytique qui caractérise les 
contaminants. 

Mais, et c’est 14 un contre-argument dont on ne peut 
contester la valeur, on ne peut parler en rigueur de variation 
et de mutation que si l’on est parti d’une colonie unique et 
méme d’un germe unique, car on peut toujours objecter gu’au 
départ il y avait mélange de germes et, ultérieurement, modi- 
fication des proportions respectives de ces germes simulant la 
variation d’une seule espéce de germes. C’est pour répondre 
cette objection que certains auteurs ont tenté la cellulolyse 
‘ partir d’un germe unique ; malheureusement, les résultats 
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ont été décevants : Tétrault utilise une culture dite pure de 
I. thermocellus. Par passage sur milieux solides & la cellulose 
et sur milieux liquides, il note la présence de formes sphé- 
riques, qui semblent coincider avec l’acmé de la cellulolyse et 
des batonnets 4 spores terminales ; parfois, dans les cultures 
pigmentées, il note méme la présence de formes aberrantes 
a type de zygomycétes. Il tente des cultures & partir d’un 
germe unique (144 essais) ; ces cultures ne poussent pas, sauf 
quatre fois, et la culture ainsi obtenue, un batonnet a spore 
terminale, n’est pas cellulolytique. Tétrault tente d’établir un 
rapport entre ces formes diverses trouvées dans une culture 
dite pure et pose, sans les résoudre, les trois alternatives sui- 
vantes : a) cycle d’un seul organisme ; b) changement de phy- 
siologie d’un seul organisme ; c) symbiose de deux ou plu- 
sieurs organismes. 

C’est dire qu'il s’agit la de difficultés qui apparaissent 
actuellement insurmontables. j 

Il semble cependant que, sans avoir recouru & la technique 
du germe unique, nous soyons 4 méme d’opposer un argument 
4 VPobjection d’une pseudo-variation par mélange de cultures : 
si les cultures du schéma II, qui présentent des caractéres 
intermédiaires entre ceux du schéma I et du schéma II, étaient 
constituées par un mélange de germes de ces deux schémas, 
il serait possible de dissocier, sur milieux solides, cette culture 
en ses deux constituants. Or, il n’en est rien : chaque colonie 
en gélose profonde présente (lors de ses subcultures) les carac- 
téres du schéma III. C’est donc chaque germe qui présente ces 
caractéres intermédiaires, et l’évoluticn apparait alors comme 
ayant les caractéres d’une filiation directe. 

Il nous apparait donc licite d’admettre, tout au moins en ce 
qui concerne les souches que nous avons étudiées, que nous 
avons travaillé sur des cultures pures ayant présenté des 


variations réelles. 


CONCLUSIONS. 


1° Les bactéries cellulolytiques constituent un groupement 
physiologique qui ne se superpose pas & un groupe systéma- 
tique défini ; ce groupement est caractérisé par son activité 
métabolique : hydrolyse de la cellulose en anaérobiose fonc- 
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tionnelle, avec formation d’acides gras volatils. Les germes 
actuellement connus doués de cette propriété font tous partie 
de la famille des Plectridiales, mais sont répartis, au milieu 
de trés nombreux autres germes non cellulolytiques, dans les. 
sous-familles des Terminosporaceae (genre Terminosporus et 
Caduceus) et des Plectridiaceae (genre Plectridium). 

2° I] nous est apparu qu’il y avait intérét 4 diviser ce groupe 
en deux sous-groupes physiologiques définis 4 la fois par leur 
métabolisme et divers caractéres associés : série acéto-buty- 
rique et formo-acétique. 

3° Les cellulolytiques anaérobies sont les uns parasites, les 
autres libres ; les souches parasites sont caractérisées par un 
certain nombre de propriétés qui traduisent leur adaptation au 
milieu intestinal plus ou moins complexe de I’héte. 

4° L’instabilité des souches est trés fréquente. Si elles sont 
suivies assez longtemps au laboratoire avec repiquages ininter- 
rompus, on peut constater une double évolution : d’une part, 
perte des caractéres adaptatifs & la vie parasitaire (chez les 
souches parasites) et, d’autre part, apparition, dans les 
cultures, de germes perdant leur pouvoir cellulolytique. 

5° La question de la pureté des souches est, dans l’état actuel 
de nos connaissances, encore irrésolue en rigueur ; cependant, 
nous croyons pouvoir admettre qu’un certain nombre de 
germes, généralement décrits comme contaminants, ne sont 
en réalité que des cellulolytiques en train de perdre, ou ayant 
perdu, leur pouvoir cellulolytique et apparaissant spontané- 
ment dans les cultures fréquemment repiquées dans les milieux 
de laboratoire. Le fait a, tout au moins, été constaté de facom 
certaine, dans les cultures que nous avons étudiées. 
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RECHERCHES 
SUR LE TYPE RESPIRATOIRE 
DE L’'ESPECE CORYNEBACTERIUM PYOGENES (}) 


(var. C. bovis, B. de Poels, et var. C. suis, B. de Grips). 
par F. SENTHILLE. 


(Institut Pasteur, Service de M. Weinberg.) 


La récente épizootie de fitvre aphteuse a permis 4 M. Wein- 
berg et ses collaborateurs [4] de montrer que les complica- 
tions survenant au cours de cette maladie, complications que 
lon avait primitivement assimilées 4 la gangréne gazeuse et 
contre lesquelles Ja sérothérapie antigangréneuse avait 
échoué, devaient en réalité étre attribuées au bacille de Poels 
(Corynebacterium pyogenes bovis) seul ou associé a des cocci 
soit aérobies soit anaérobies. 

Etudiant les échantillons de pus provenant de ces compli- 
cations qui nous étaient envoyés par les vétérinaires prati- 
ciens, nous avons d’abord essayé lisolement du B. de Poels 
sur sérum de cheval coagulé. Nous avons ensuite pensé que 
la méthode d’isolement en gélose profonde, couramment 
utilisée pour l’étude des microbes anaérobies, pourrait nous 
donner des résultats plus heureux. Le B. de Poels, est, en 
effet, considéré par les différents auteurs qui l’ont étudié, 
comme un anaérobie facultatif. 

Nous avons donc ensemencé l’une des souches (P, bovis) 
que nous possédions, en gélose au bouillon Vf (2) glucosé 
a 2/1.000. Dans certains tubes nous avons ajouté a la gélose 
1/10 de son volume de sérum de cheval stérilisé par filtra- 


(1) La rédaction de cet article était terminée au 25 aott 1939. Tl 
n’a pu étre publié plus tot en raison des événements survenus. Depuis 
lors, L. Balozet et P. Receveur [6] ont fait paraitre une note dans 
laquelle ils confirment nos observations. 


(2) Nous désignons sous ce nom le bouillon viande-foie, décrit par 
MM. Weinberg et Goy. 
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tion, car cette souche avait jusqu’alors été ensemencée en 
bouillon-sérum de cheval. 

Les tubes IV et V de la figure permettent de se rendre 
compte des résultats obtenus. Dans les tubes de gélose non 
additionnée de sérum (IV) les colonies sont du volume dune 
téte d’épingle, arrondies, A bords généralement irréguliers, 
opaques, de couleur blanchatre. Elles sont disposées dans 
la profondeur du tube de la maniére suivante : on ne trouve 
aucune colonie jusqu’é une profondeur de 9 millimétres 
environ. Dans Ja zone comprise entre 9 millimétres et 42 mil- 
limétres de la surface de la gélose, les colonies sont trés 
nombreuses. Au-dessous de cette zone, Jes colonies sont 
moins nombreuses mais on en voit dans toute la profondeur 
du tube. Dans les tubes de gélose additionnée de sérum de 
cheval (V), les colonies sont plus grosses, du volume d’un 
grain de mil, lenticulaires, opaques, de couleur blanchatre. 
Dans cette série de tubes nous n’avons trouvé aucune colonie 
située & une distance de Ja surface de la gélose inférieure 
a 8 millimétres. 

Notre attention élant attirée par le fait que nous n’avions 
trouvé aucune colonie & moins de 8&8 millimétres de pro- 
fondeur, nous avons pratiqué des ensemencements massifs 
dans une série de tubes de gélose non additionnée de sérum. 


Les résultats obtenus peuvent étre observés sur les tubes I, 
TI et III de la figure. 


On peut voir sur la photographie de chacun des trois tubes 
une zone blanchatre dont la limite supérieure se trouve située 
a 8 millimétres de la surface de la gélose, et la limite infé- 
rieure & 42 millimétres de ce méme repére. Cette zone blan- 
chatre est due A la présence 4 ce niveau d’une multitude de 
colonies extrémement petites, mais que l’on peut distinguer 
toutefois en examinant & la loupe la région supérieure ou 
inférieure qui borde les parties transparentes. Au-dessous de 
cette zone, on peut voir dans toute la profondeur du tube, un 
trés grand nombre de petites colonies. Cependant, leur nombre 
est tel que la gélose demeure transparente. Au-dessus de la 
limite supérieure de la zone blanchdtre, on ne trouve aucune 
colonie. Cette zone blanchatre représente done une zone de 
fertalité maxima, et Von peut considérer que le B. de Poels 
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se range dans le type respiratoire III décrit par Prévot [2] et 
par Weinberg, Nativelle et Prévot (3], et qu’il doit, de ce fait, 
étre considéré non point comme un microbe anaérobie facul- 
tatif, mais comme une espece microaérophile. 

Nous avons voulu confirmer les résultats obtenus avec la 
souche P, par Vexamen de 40 nouvelles souches de 
C. pyogenes. Parmi ces derniéres, 9 étaient d’origine bovine 
(B. de Poels) et provenaient également du pus de complica- 
tions pseudo-gangréneuses de fiévre aphteuse. La dixiéme 
était d’origine porcine (B. de Grips). Ces 10 souches nous ont 
donné, au cours de 3 épreuves successives, des résultats abso- 
lument semblables A ceux que nous avons exposés au sujet 


de la souche P,. 


* 
* 1% 


Afin de donner plus de précision 4 cette bréve étude, nous 
avons entrepris de mesurer le potentiel d’oxydo-réduction de 
Vespéce Corynebacterium pyogenes. Nous avons employé la 
méthode des indicateurs colorés utilisée pour la premiére fois 
par Aubel et Aubertin [4] et dont Prévot [5] a donné récem- 
ment une étude technique approfondie. Nous avons fait usage 
du bleu de méthyléne en solution aqueuse a 1/500 et a la 
dose de 0 c. c. 1 par tube de gélose (tubes de 8 miulli- 
métres x 480 millimétres, hauteur de la gélose 9 centi- 
métres) Aprés quarante-huit heures de séjour a |’étuve, la 
limite inférieure de la zone colorée par le bleu de méthyléne 
se trouve 4 10 millimétres de la surface de la gélose. 

Examinant les tubes ensemencés depuis quarante-huit 
heures avec les 14 souches précédemment étudiées et laissés 
& l’étuve & 38°, nous avons constaté que la zone de fertilité 
maxima représentée par un anneau opaque se situe a la 
partie inférieure de la zone colorée par le bleu de méthyléne 
et qu’elle dépasse cette zone colorée de 2 millimétres environ, 
de telle sorte que l’on voit une mince zone opaque au-dessous 
de la zone bleue. En somme, ici encore la zone de fertilité 
maxima de C. pyogenes se trouve 4 une distance de la sur- 
face de la gélose comprise entre 8 millimétres et 42 milli- 
métres. 

Cette constatation vient canfirmer les précédentes. C’est en 
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effet, d’aprés les auteurs précités, dans la zone située a 
1 centimétre environ de la surface de la gélose, zone corres- 
pondant a la limite inférieure de coloration par Je bleu de 
méthyléne, c’est-d-dire & rH = 14 que les espéces microaéro- 
philes présentent Jeur fertilité maxima. 

En conclusion, l’espéce microbienne Corynebacterium pyo-. 
senes représentée par les variétés C. bovis (B. de Poels) et 
C. suis (B. de Grips) ne doit plus étre classée parma les 
microbes anaérobies facultati{s, mais plus exactement parmi 
les espéces microaérophiles. 
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VARIATIONS DANS L’ARGYROPHILIE DES SPIROCHETES 


par Y. MANOUELIAN. 


(Unstitut Pasteur.) 


L’examen direct au microscope ou mieux encore examen 
au fond noir, divers colorants, l’imprégnation & l’argent, le 
procédé a l’encre de Chine permettent de mettre en évidence 
les spirochétes en goutte pendante ou sur frottis. Mais quand 
on veut étudier ces microorganismes par la méthode des 
coupes, il est nécessaire de recourir a l’imprégnation a l’ar- 
gent, car si l’on parvient 4 colorer quelques spirochétes par 
certaines couleurs basiques de |]’aniline, il n’en est pas moins 
vrai que les résultats sont trés inférieurs & ceux obtenus par 
largent. En outre, des spirochétes pathogénes importants, 
comme les parasites de la syphilis, de l’ictére hémorragique, 
pour ne citer que ces deux microorganismes, ne sont déce- 
lables dans les coupes que par l’argent. On a pu, grace aux 
procédés d’imprégnation argentique, déceler les parasites 
spiralés dans les tissus, établir les rapports avec les éléments 
anatomiques, découvrir les formes parasitaires atypiques ainsi 
gue les formes minuscules et le spirochétogéne. 

Les spirochétes présentent donc une affinité pour l’argent ; 
ils sont argyrophiles. Mais cette argyrophilie varie dans de 
larges limites. Ceux qui possédent une certaine pratique 
savent en effet combien varie l’intensité de coloration de ces 
microorganismes : du noir ¢ébéne jusqu’au gris pale. Cette 
différence dans l’argyrophilie doit retenir l’attention des 
chercheurs. Ce fut, il y a déja quelques années, le sujet d’une 
conversation au cours d’une visite dont le professeur Besse- 
mans nous a honoré. Nous avons estimé qu’il était intéressant 
de relater nos propres observations sur ce sujet. 


* 
* 


Nous affirmons donc qu’en général l’intensité de coloration 
yarie notablement dans les préparations. Dans les frottis on 
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trouve, en effet, & coté de spirochttes fortement colorés, d’au- 


tres présentant une teinte moins foncée ; il existe méme des 


spirochétes & peine imprégnés. 

Dans les fragments de tissus convenablement traités par 
la méthode des coupes, rappelons qu’il existe une zone péri- 
phérique surimprégnée, une zone centrale insuffisamment 
imprégnée et une zone intermédiaire avec des spirochétes. 
électivement colorés. Or, dans les coupes provenant de cette 
zone, a coté de spirochétes bien imprégnés de teinte noire, 
on peut en déceler d'autres moins intensément colorés, de 
teinte grise, et méme des spirochetes trés pales. On trouve 
cependant des spirochétes de teinte pAle méme dans la zone 
surimprégnée. Quant A la zone centrale, a cété d’un grand 
nombre de microorganismes grisdtres, pales, on en surprend 
quelques-uns de teinte noire. L’argyrophilie des spirochétes 
varie donc, nous le répétons, dans de larges limites. Notons 
qu’il ne s’agit pas ici de formes parasitaires involutives, en’ 


dégénérescence, qui sont fortement argyrophiles, mais bien 


de spirochétes typiques. 

Ces considérations générales s’appliquent aussi au spiro- 
chéte de Schaudinn : dans une préparation contenant les spi- 
rochétes de la syphilis, ceux-ci, aprés limprégnation a lar- 
gent offrent en effet des différences tinctoriales marquées 5 
leur teinte varie du noir foncé jusqu’au gris pale ; les micro- 
organismes sont en ce dernier cas peu visibles ; il faut beau- 
ccup d’attention pour les déceler ; il existe aussi des spiro- 
chétes présentant des teintes intermédiaires. Nous pouvons en 
conclure que la substance argyrophile qui permet limpré- 
genation a l’argent se trouve en quantité variable chez les 
spirochétes. Il est évident que si cette substance manquait, 
Vimprégnation n’étant plus possible, les parasites demeurés 
incolores n’auraient pu étre décelés. Nous appelons l’attention 
des auteurs sur ces faits ; ils permettent d’expliquer la rareté, 
Vabsence du Spirocheta pallida dans les piéces soumises A 


Vimprégnation argentique. Nous ne faisons point allusion ici: 


aux formes parasitaires différentes des spirochétes typiques, 
formes gui se trouvent dans toutes les Iésions syphilitiques, 
et présentent quant a l’argyrophilie les mémes caractéres que 
les spirochétes typiques, mais bien de ces spirochétes clas- 
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siques dont la présence permet le diagnostic de la syphilis. 
Tl existe des tissus, des organes virulents ou, dans les pidéces 
soumises 4 l’imprégnation argentique, on ne parvient pas, 
malgré de nambreuses recherches, & déceler des parasites 
typiques. Parfois, dans une nouvelle pidce provenant de la 
méme lésion, on surprend des spirochétes de teinte grise, 
d'autres gris pale, enfin d’autres & la limite de la colorabi- 
lité ; encore un peu, ils auraient échappé A l’observation 
microscopique. Il peut exister, il existe des spirochétes non 
imprégnables par l’argent et partant indécelables par ces 
méthodes de recherches ; un tissu, un organe contenant de 
pareils parasites fourniraient a l’imprégnation des résultats 
négatils ; l’absence de parasites peut donc n’¢tre qu’apparente. 

Nous pourrions citer nombre d’exemples corroborant ce 
que nous venons d’affirmer ; nous nous contenterons de rap- 
porter des faits relatifs & la paralysie générale et & la syphilis 
placentaire, ainsi que nos observations sur le foie des cobayes 
dans l’infection expérimentale par le spirochéte de lictére 
hémorragique. 

Dans quelques cas de paralysie générale, l'étude de la 
substance grise du cortex cérébral révélait des formes parasi- 
taires anormales bien imprégnées, de teinte noiratre, alors 
que les spirochétes typiques semblaient absents de prime 
abord, mais un examen attentif nous montra un nombre 
considérable de spirochétes, types de Schaudinn, disposés sur- 
tout autour des capillaires sanguins ; une particularité cepen- 
dant : presque tous, et, en certaines régions, tous les spiro- 
chétes typiques étaient teints en gris pale, pouvant facilement 
échapper 4 lobservation. Au reste, il nous a semblé qu'il 
existait de nombreux spirochetes & la limite de la visibilité, 
et nous avions nettement l’impression qu’il y en avait encore 
qui, faute de coloration suffisante, demeuraient indéce- 
lables. 

Nous venons d’envisager le cas de tissus riches en spiro- 
chétes. Parfois, les fragments de piéces de lésions syphili- 
tiques contiennent peu de parasites, tous localisés dans cer- 
tains foyers et partant difficilement décelables. Parfois aussi 
les microorganismes se montrent sous des aspects différents : 
peu de spirochétes typiques, un grand nombre de formes évo- 


86 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


lutives, en dégénérescence, dont la plupart sont incorporés 
dans les phagocytes mobiles ou fixes. 

Or, si, 4 cOté de spirochétes typiques de teinte grise, peu 
argyrophiles, on peut surprendre quelques spirochétes colorés 
en noir, fortement argyrophiles, il n’en est pas moins yrai 
qu’un grand nombre de formes parasitaires anormales sont de 
beaucoup plus argyrophiles que les spirochétes typiques. La 
plupart de ces formes représentent des stades de la dégéné- 
rescence deg parasites ; quand elles se trouvent 4 l’intérieur 
des phagocytes, le contraste est souvent frappant. 

Un exemple nous est offert par l'étude des placentas syphi- 
litiques. Dans nombre de ces organes il existe une phagocy- 
tose intense de spirochétes par les macrophages et les poly- 
nucléaires. Dans la syphilis humaine, c’est dans un certain 
nombre de placentas que nous avons constaté les plus remar- 
quables exemples de phagocytose ; alors que les spirochétes 
typiques sont rares ou introuvables dans les veines, on 
constate un nombre prodigieux de spirochétes dans les pha- 
gocytes neutrophiles, éosinophiles, ainsi que dans les macro- 
phages, les mononucléaires du sang. Quelques parasites pha- 
gocytés. sont encore reconnaissables, mais la plupart sont 4 
Vétat de débris, de granulations. Or, les parasites incorporés 
sont pour la plupart fortement argyrophiles ; quant aux spi- 
rochétes libres, ils présentent souvent une teinte plus claire, 
parfois méme ils sont fort pales, on ne peut les observer 
qu’avec peine. Le contraste est, avons-nous dit, frappant. 
Dans un certain nombre de cas, nous avons surpris des foyers 
ou les spirochétes libres étaient A peine colorés, extrémement 
pales ; quelques-uns méme étaient presque a la limite de la 
visibilité, et cependant, a cdté de pareils spirochétes, on trou- 
vait des phagocytes bourrés de parasites bien visibles, de teinte 
noire. Devant cette argyrophilie si peu accusée, nous inclinons 
& penser qu'il existe des spirochétes inimprégnables et partant 
indécelables par les procédés & lVargent, procédés qui seuls 
peuvent étre employés pour mettre en évidence ces parasites 
a Vaide de la méthode des coupes ; les recherches demeurent 
vaines, car il s’agit de spirochétes argyrophobes. 

L’étude du foie dans la spirochétose ictéro-hémorragique 
nous fournit aussi un intéressant exemple : chez les cobayes 
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atteints de cette maladie, les spirochétes fourmillent dans le 
foie ; ils y sont souvent aussi nombreux que les spirochétes 
pales dans le foie au cours de I’hérédo-syphilis précoce. Mais, 
a l’encontre de ce que l’on observe avec le spirochéte de 
Schaudinn, le spirochéte d’Ido et d’Inada ne pénétre pas dans 
le cytoplasme des cellules hépatiques ; les parasites trés nom- 
breux, de teinte grise, forment un treillis autour ‘es cellules. 
Dans les veines du foie, on constate une phagocy; ise ‘intense 
des parasites par les leucocytes polynucléaires et. les macro- 
phages, et les spirochétes phagocytés se montrent souvent 
plus 6pais, de teinte plus foncée, noire. Notons qu’d cété de 
spirochétes typiques on trouve aussi des débris et des granu- 
lations d’origine parasitaire ; et comme parfois dans la syphi- 
lis, ici aussi on trouve dans les macrophages, en méme temps 
que les parasites, des globules rouges et des débris de poly- 
nucléaires. 

Dans les exemples précédents, nous avons relaté nos obser- 
vations dans un certain nombre de cas ot les spirochétes 
typiques se montraient peu argyrophiles ; il ne faudrait pas 
croire cependant qu'il en est ainsi dans tous les cas de para- 
lysie générale, de syphilis placentaire ou d’ictére hémorra- 
gique, et qu’on n’y peut constater aucun spirochéte fortement 
coloré par largent. Nous avons simplement rapporté nos 
observations, nous le répétons, dans un certain nombre de 
cas ott les parasites se montraient peu argyrophiles, et c’est 
tout. Mais ces observations n’en sont pas moins intéressantes. 

Les considérations que nous venons de développer se rap- 
portent non seulement aux. spirochétes typiques, mais aussi 
aux formes minuscules & un tour, & deux tours de spire, ainsi 
qu’aux spirochétogénes. Cette notion nous explique des faits 
qui ont jeté le désarroi parmi les chercheurs. Les spirochétes 
typiques & plusieurs tours de spire sont fort rares ou introu- 
vables dans certains organes. II s'agit 14 d’un fait résultant 
des recherches par les méthodes d’imprégnation argentique 
ainsi que par toutes les autres méthodes permettant l’obser- 
yation au microscope des spirochétes. L’extréme rareté, |’ab- 
sence de parasites dans des organes pourtant trés virulents, 
a suggéré & des auteurs Vidée que les parasites s’y trouvent 
sous une forme infravisible, forme indémontrable par la tech- 
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nique actuelle. Or, si les spirochétes sont souvent pratique- 
ment indécelables dans ces organes, nous y avons décelé des 
formes minuscules, des micro-spirochétes et des spirochéto- 
pénes. Mais comme on ne peut déceler ces formes que par 
limprégnation argentique et comme aussi leur argyrophilie 
varie, avons-nous dit, dans de larges limites, il arrive que 
parfois elles s’imprégnent mal ou ne simprégnent pas 
du tout. Voilé pourquoi, d’aprés nous, les formes parasitaires 
semblent parfois absentes dans les organes virulents. 

Pour nous, dans l’évolution des spirochétes, il n’existe pas 
un stade ot le parasite, soit par ses dimensions infimes, 
soit par ses caractéres d’ordre physique ou chimique, échappe 
toujours & nos moyens de recherche et demeure toujours 
invisible. Un stade absolument infravisible, nous ne l’admet- 
tons pas. Ce sont les difficultés d’imprégnation, l’argyro- 
philie parfois fort peu accusée des formes parasitaires, des 
micro-spirochétes et des spirochétogénes qui rendent les 
recherches difficiles, impossibles méme. Mais, devant un 
résultat négatif, loin de se décourager, il faut multiplier les 
recherches a l’aide des différents procédés d’imprégnation, et 
lon finira souvent par déceler ces formes parasitaires. 

Il est hors de doute pour nous qu’il existe chez les spiro- 
chétes de grandes différences quant & l’argyrophilie. Mais 
dans certaines circonstances il y a lieu de se demander si, 
indépendamment des spirochétes, d'autres conditions n’inter- 
viennent pas, rendant difficile, impossible méme, l’imprégna- 
tion de ces organismes. En d’autres termes, si, outre les varia- 
tions d’argyrophilie, propriété inhérente aux spirochétes cons- 
tituant la cause intrinséque, il y a lieu de se demander s’il 
n’existe pas des causes exlrinséques nuisibles aussi A l’impré- 
gnation. Parmi celles-ci : les conditions physico-chimiques 
du milieu ot se trouvent les spirochetes ; les substances pro- 
duites dans les Iésions, celles libérées dans l’autolyse, etc... 

Notons aussi que la résistance du tréponéme A Vimprégna- 
tion s’observe parfois dans les piéces ayant longtemps séjourné 
dans un fixateur. Le mélange de formol et d'eau distillée a 
10 p. 100 est, on le sait, fort commode pour la fixation des 
piéces destinées 4 l’imprégnation argentique. Un séjour par- 
fois fort prolongé des piéces dans le formol n’empéche point 
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la mise en évidence des parasites. Une fort longue expérience 
nous permet d’affirmer que des fragments d’organes syphi- 
litiques conservés dans ce fixateur pendant dix, quinze ans, 
permettent d’obtenir des préparations trés satisfaisantes. Les 
préparations de foie hérédo-syphilitique ainsi obtenues sont, 
par exemple, fort démonstratives ; peut-¢tre les tréponémes 
ne sont pas colorés en noir aussi intense que dans les coupes 
imprégnées peu de temps apres le prélévement des fragments, 
mais ce n’est la qu’une nuance. 

Il arrive cependant aussi que des fragments de Iésions fort 
riches en spirochétes conservés dans le formol pendant un an, 
quinze mois, ne donnent aucun résultat aprés l’imprégnation 
& argent. Aprés ce que nous venons de dire il y a un instant, 
cette affirmation étonnera peut-étre le lecteur. Mais son éton- 
nement sera encore plus vif si nous disons que dans certains 
eas il s’agit, entre autres lésions, de syphilome expérimental 
du lapin. On imprégne facilement les spirochétes dans cette 
lésion ; or, parfois, aprés un séjour d’un an a quinze mois 
dans le formol 4 40 p. 100, nous n’avons pu obtenir aucune 
imprégnation de ces microorganismes. Force nous est d’ad- 
mettre que parfois certaines conditions encore inconnues 
rendent les spirochétes imperméables a l’argent. 

Quoi qu’il en soit, il était intéressant, pensons-nous, de 
rappeler la variabilité chez les spirochétes quant a leur argyro- 
philie. Cette propriété de se colorer d’une facon plus ou moins 
intense, et parfois Vincolorabilité par largent, permettent 
d’expliquer les résultats négatifs dans les recherches (4). 

Aussi, espérons-nous que les chercheurs avertis parviennent 
& perfectionner les méthodes d’investigation. 


(1) Ces notions, pour étre importantes, ne permettent cependant pas 
d’expliquer tous les échecs. Le nombre des microorganismes constitue 
avssi un facteur important. I] est évident que si les spirochétes se 
trouvent en nombre trés réduit dans les tissus, il devient pratiquement 
fort difficile, impossible méme de les y déceler. 


RECHERCHE DU BISMUTH DANS LES CELLULES 
ET LES TISSUS ANIMAUX. 
FORMATION DE CRISTAUX CARACTERISTIQUES 


par R. SAZERAC et J. POUZERGUES. 


(Institut Pasteur.) 


La mise en évidence de quantités extrémement faibles de 
bismuth est devenue facile grace aux nouvelles méthodes 
permettant d’apprécier, par formation de précipité ou par 
colorimétrie, des doses de métal qui peuvent étre de l’ordre 
du milliéme de milligramme. A ce point de vue, la précipi- 
tation du bismuth par lortho-oxyquinoléine en présence 
diodure de potassium (41) nous semble  particuliérement 
recommandable, car elle présente l’avantage de donner des 
cristaux caractéristiques, et, en vue de l’exposition du pré- 
sent travail ot nous l’avons utilisée de préférence, nous 
devons en rappeler les principes essentiels. 

Cette réaction, due a la formation d’iodure double de Bi et 
d’ortho-oxyquinoléine, a leu en milieu nitrique assez faible 
(de 1.45 p. 100). Elle est tout & fait nette jusqu’ad la teneur 
en bismuth de 4 p. 4.000.000. Le précipité qui se forme, 
coloré en rouge orangé, est constitué en général par des fais- 
ceaux de petits prismes groupés autour d’un méme centre et 
dont la disposition rappelle la forme cristalline de certaines 
osazones. D’aprés leur mode d’arrangement, ils représentent 
des houppes ou des faisceaux divergents A branches tantot 
fines et flexueuses, tantot épaisses et rigides, suivant la plus 
ou moins grande acidité du milieu qui les renferme. fis sont 
@autant plus réguliers et plus purs qu’ils proviennent d’une 
solution plus diluée. En effet, quand la concentration en bis- 


(1) Sazernac (R.) et Pouzercurs (J.). C. R. Soc. Biol., 109, 1932, p. 79 
et 370. 
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muth est supérieure & 4 p. 100.000, les cristaux sont englobés 
dans une gangue de précipité amorphe et filamenteux ; mais 
il est facile de les faire apparaitre, méme dans les précipités 
volumineux obtenus & partir des solutions bismuthiques de 
titre élevé, 4 condition d’avoir opéré avec des liquides dont 
la teneur en acide nitrique ne dépasse pas 1 p. 100, pour 
éviter la formation de cristaux aberrants. Dans ces condi- 
tions, il suffit de chauffer une trace du précipité en suspen- 
sion dans l’eau-mére dont il provient. On place sur une lame 
de verre quelques gouttes du mélange et on recouvre avec 
une lamelle. On chauffe sur veilleuse jusqu’aé légére ébulli- 
tion et on s’arréte lorsque le précipité a presque enti¢rement 
disparu par dissolution. On laisse refroidir et on examine 
au microscope. 

Il est utile de rappeler que l’iodure double de Bi et d’ortho- 
oxyquinoléine est soluble dans plusieurs solvants organiques 
et notamment dans la cyclohexanone, laquelle, étant inso- 
luble dans l’eau, peut permettre la séparation totale du pré- 
cipité coloré et faciliter considérablement le dosage par colo- 
rimétrie. 

En vue d’appliquer Ja méthode en question a la recherche 
du bismuth qui peut étre inclus, a la suite d’injections, dans 
les cellules ou les tissus animaux, nous avons d’abord étudié 
le cas, particuliérement explicite, de la fixation de cet élé- 
ment par les phagocytes du liquide péritonéal. On sait, 
d’aprés les données de Sazerac et Vaurs (2), que injection 
dans le péritoine d’une suspension aqueuse de bismuth a 
létat de division extréme provoque un afflux de leucocytes 
dans lesquels on peut distinguer, au bout de peu de temps, 
des granulations du métal englobé. Pour pratiquer la réac- 
tion, on étale, sur une lame bien dégraissée, une goutte du 
liquide retiré par ponction du péritoine. Sur la préparation 
séchée et fixée par la chaleur, on dépose une goutte du 
réactif suivant, préparé extemporanément 

Solution de sulfate d’orthooxyquinoléine 42 p. 100. 41 cent. cube. 


Solution d’iodure de potassium a4p.100..... 1 cent. cube. 
Solution d’acide nitrique 43 p.100......... 8 cent. cubes. 


2) Sazprac (R.) et Vaurs (R.). Ces Annales, 39, p. 86. 
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On recouvre avec une lamelle. La préparation est aussitot 
lutée a la paraffine ou avec le lut, moins perméable, de 
Dunoyer. ; 

Dans ces conditions, les phagocytes apparaissent légére- 
ment colorés en jaune. Les grains de bismuth tranchent par 
leur vive coloration rouge orangé. Leurs contours sont par- 
ticuligrement nets. Lorsqu’on s’est placé dans des conditions 
favorables, en pratiquant la ponction une demi-heure au 


Fic. 1. — Formation de cristaux dans les leucocytes. 


moins aprés l’injection, on constate que tous les grains de 
bismuth sont intracellulaires, et cette situation constante 
exclut Vidée d’une superposition fortuite. Le fond de la pré- 
paration est a peine teinté en jaune et il ne se produit aucune 
réaction dans le liquide, pouvant donner & penser gu’une 
quantité appréciable de métal s’est dissoute daus les humeurs. 
Mais la préparation abandonnée a elle-méme présente au bout 
de quelques jours (en général huit & quinze jours) des modi- 
fications intéressantes. Les grains de bismuth précédemment 
repérés deviennent le centre de cristallisations qui se consti- 
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tuent peu 4 peu. Des rayons tantét filamenteux et flexueux, 
tantot épais et rigides, semblent progressivement sortir de. 
chaque grain et peuvent atteindre finalement 50 fois les dimen- 
sions du grain initial et 10 fois la taille du phagocyte. Ces 
aiguilles, de couleur rouge orangé, se groupent généralement 
de fagon a reproduire des figures semblables aux cristaux 
formés par le réactif dans les solutions bismuthiques faibles. 


Fic. 2. — Autre type de formation de cristaux dans les leucocytes. 


Elles se différencient facilement des aiguilles rouges ou vio- 
lettes qui peuvent prendre naissance sur les bords de la 
lamelle et qui résultent de l’évaporation du réactif a travers 
la paraffine. 

On obtient des résultats identiques en traitant de la méme 
maniére le suc musculaire recueilli au point d’injection d’une 
suspension de bismuth métallique dans l’eau glucosée. Les 
leucocytes, trés nombreux, sont bourrés de grains de métal 
qui servent de point de départ a des cristallisations étendues. 


/ 
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Ces cristallisations peuvent également s’obtenir sur des 
coupes de tissus aprés injection de suspensions de dérivés 
bismuthiques : les tissus 4 examiner sont fixés dans le formol, 
puis inclus dans la paraffine et coupés suivant les techniques 
ordinaires. Sur la coupe débarrassée de sa paraffine et collée 
sur une lame bien dégraissée, on laisse tomber une goutte de 
réactif, on recouvre d’une lamelle, on lute comme précédem- 
ment. Le foyer d’injection apparait comme une masse bien 
délimitée, rouge orangé, dans laquelle les leucocytes s’infiltrent, 
plus ou moins chargés de bismuth ; il est intéressant de noter 
que de nombreuses cellules migratrices entrainent hors du lieu 
d’injection des grains de métal. La cristallisation survient dans 
ces cas de facgon rapide. Il est d’ailleurs facile de la rendre 
presque instantanée en chauffant la lame, toute préparée, 
& 80° pendant deux a trois minutes, en la placant par exemple 
dans une étuve a paraffine. Le lut qui entoure la préparation 
empéche, en s’étalant, l’évaporation du réactif. Par refroidis- 
sement, des cristaux s’amorcent ; ils donneront, au bout de 
vingt-quatre heures de magnifiques arborisations centrées par 
les grains de bismuth. Toutefois, certains grains particulic- 
rement fins ne résistent pas a ce traitement et disparaissent 
au cours du chauflage, tandis que quelques cristaux appa- 
raissent dans le liquide, témoignant d’un peu de dissolution 
du métal & chaud ; cette disparition de grains ne se produit 
jamais a froid dans les circonstances précédemment envisagées. 

Les sels de bismuth solubles (bismuthotartrate de Na, phos- 
phate de Bi, citrate de Bi ammoniacal, etc.) injectés en solu- 
tion aqueuse dans le péritoine sont fixés rapidement par les 
phagocytes et la formation de cristaux dans les cellules, aprés 
traitement par le réactif (KI + oxyquinoléine) se produit plus 
rapidement que dans le cas de bismuth insoluble. I suffit de 
quelques heures pour obtenir, & froid, de belles cristallisations. 

Il n’en va plus tout a fait de méme lorsque la solution bis- 
muthique est injectée dans certains tissus, le muscle par 
exemple. La réaction, pratiquée dans les mémes conditions 
que ci-dessus, garde tout son intérét pour une recherche immé- 
diate du métal : c’est ainsi que l’examen du point d’injection 
montre un foyer bien délimité, de couleur jaune orangé, tandis 
que quelques fibres musculaires se teintent de facon plus ou 
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moins nette, témoignant d’une imprégnation diffuse par le 
bismuth. Il est intéressant de noter que les phagocytes qui 
affluent autour de l’amas sont, comme dans le cas des injec- 
tions de composés insolubles, chargés de grains bismuthiques 
a contours bien délimités. Mais les préparations ainsi obtenues 
sont généralement assez fugaces. En vingt-quatre & quarante- 
huit heures, toutes les granulations fines disparaissent et ce 
nest que dans le cas d’un foyer important existant dans la 
préparation que l’on peut espérer voir des granulations per- 
sister et évoluer vers la cristallisation. 

C’est encore ce qui se passe lorsqu’on traite par le réactif 
la coupe histologique d’un organe quelconque (notamment 
foie, rein ou rate) pour y rechercher le bismuth. La coloration 
immédiate en présence du réactif permet de retrouver facile- 
ment le métal dans les cellules. Nous avons pu ainsi retrouver 
le bismuth dans la lumiére et dans les cellules bordantes des 
tubes contournés du rein aprés injection intraveineuse de sels 
bismuthiques chez le lapin : dés la troisitme minute aprés 
linjection, la réaction est positive et l’on retrouve des cellules 
chargées d’enclaves bismuthiques. La réaction devient par 
contre négative lorsqu’on examine les reins d’animaux sacrifiés 
dix minutes ou plus aprés |’injection. Dans le foie et la rate, 
au contraire, on peut caractériser dans les mémes circon- 
stances des grains bismuthiques jusqu’éa vingt-quatre heures 
aprés injection. Mais les colorations obtenues sont fugaces et 
disparaissent généralement dans le délai d’un a deux jours. 

En résumé, la mise en évidence du bismuth dans les cellules 
et les tissus animaux peut étre réalisée d’une facon particu- 
liérement nette, grace & l’emploi du réactif a l’orthooxyquino- 
léine. Pour provoquer avec plus de certitude la formation du 
complexe coloré ou des cristaux caractéristiques, il convient de 
tenir compte des conditions appropriées aux différents cas qui 
peuvent se présenter suivant la nature des organes examinés 
et des produits bismuthiques solubles ou insolubles, utilisés 
pour l’injection. 
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